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ABREVIATURAS 
 19-OHcol: 19-hidroxicolesterol 
 24-OH: 24-hidroxi 
 25-OH: 25-hidroxi 
 27-OH: 27-hidroxi 
 5α-col: 5α-colestano 
 5β-col: 5β-colestano 
 6α/β-OH: 6α/β-hidroxi 
 7-ceto : 7-ceto 
 7-OOH: 7α/β-hidroperoxido 
 7α/β-OH: 7α/β-hidroxi 
 α/β-epoxi: (α/β)5,6-epoxi 
 ABC transportadores adenosin trifosfato (ATP) binding cassette 
 ABCG5: co-transportador G5 
 ABCG8: co-transportador  G8  
 ACAT: “Acetyl-Coenzyme A acetyltransferase” enzima A colesterol 
aciltransferasa 
 ADD: agua destilada desionizada 
 AG: ácidos grasos   
 ANXA2/CAV1: complejo lípido-proteína annexin2/caveolin1 
 APCI: “atmospheric-pressure chemical ionization” ionización química a 
presión atmosférica 
 BDE: entalpía de disociación de enlaces 
 BFT : bis(trimetil)-trifluoroacetamida 
 BHT: butilhidroxitolueno 
 BSTFA: N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida 
 CE: Comisión Europea 
 COPs : “cholesterol oxidation products” productos de oxidación de 
colesterol 
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 COX-2: ciclooxigenasa 2 
 CRP: proteína C reactiva 
 DAD:“diode-array detector” detector de fotodiodos en serie 
 DCM: diclorometano 
 Dihidrocol: dihidrocolesterol 
 DPPP: 1,3-Bis(difenilfosfino)propano; o difosfina 
 E450: estabilizante (difosfatos de sodio y de potasio) 
 EAS: “European Atherosclerosis Society”  Sociedad Europea de 
Aterosclerosis. 
 EE: dietiléter 
 ELSD: “evaporating light scattering detector”  dispersión de luz evaporativa 
 EPIC: “European prospective investigation of cancer” estudio prospectivo 
europeo sobre dieta y cáncer 
 EV: esteroles vegetales  
 FAME: ésteres metílicos de ácidos grasos  
 FID: detector de ionización de llama 
 FL: fluorescencia  
 FR: factor respuesta 
 FT-IR: espectroscopía transformada de Fourier de infrarrojos  
 GC(FID): cromatografía de gases con detector de ionización de llama  
 GC-MS: cromatografía de gases con detector de masas 
 HDL-col : colesterol unido a lipoproteínas de alta densidad 
 HMDS: hexametildisilazano 
 HMGCoA:  hidroxi-metil-glutaril coenzima A reductasa 
 HPLC: cromatografía líquida de alta resolución  
 HPSEC: “high pressure size exclusion chromatography” 
cromatografía de exclusión molecular de alta resolución  
 ICAM-1: molécula de adhesión intercelular-1 
 IL-1b: interleuquina-1b 
 IL-6: interleuquina-6. 
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 IL-8:  interleuquina-8 
 LC: cromatografía líquida  
 LDH: lactato deshidrogenasa 
 LDL-col: colesterol unido a lipoproteínas de baja densidad  
 LXR: receptor X del hígado 
 MCP-1: proteína quimiotáctica de monocitos-1 
 (MIP)-1b: proteína inflamatoria de monocitos 
 MM: micelas mixtas 
 mRNA: ácido ribonucleico mensajero 
 MS: espectroscopía de masas 
 MSTFA:  trifluoroacetamida 
 MTBE: metil-tertbutil éter 
 MTP: proteína microsomal transportadora de triglicéridos 
 NK: “natural killers” células asesinas naturales  
 NPC1L1: “Niemann-Pick C1-Like1” proteína de transporte transmembrana  
 PGE2: prostaglandina E2  
 PI: patrón interno 
 POPs: “phytosterol oxidation products” productos de oxidación de EV 
 QM: quilomicrones 
 (Ran/Oph.): oxidación con Rancimat/Oxidogaph 
 RI: “refraction  index” detector de índice de refracción  
 RMN: resonancia magnética nuclear  
 ROS: especies reactivas de oxigeno  
 SCF: “scientific committee on food” comité científico de la alimentación 
humana 
 SEC: “size exclusion chromatography”cromatografía de exclusión molecular 
 SFE: “supercritical fluid extraction” extracción con fluidos supercríticos 
 SOP: “sterols oxidation products” productos de oxidación de esteroles  
 SPE: extracción en fase sólida 
 TFC: factores de corrección teóricos  
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 TG: triacilgliceroles 
 TIC: total ion current 
 TLC: “Thin-layer chromatography” cromatografía en capa fina 
 TMCS: trimetilclorosilano 
 TMSE: trimetilsilileteres 
 TNFα: factor de necrosis tumoral alfa 
 TXA2: tromboxano A2 
 UV: ultravioleta 
 VCAM-1: molécula de adhesión celular vascular-1 
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RESUMEN  
 Los esteroles vegetales (EV) se adicionan a determinados 
alimentos debido a su conocido efecto hipocolesterolemiante. Se ha 
demostrado, mediante numerosos estudios clínicos que el consumo de 2 g 
de EV/día reduce entre 5-10% las concentraciones séricas de LDL 
colesterol. La Sociedad Europea de Ateroesclerosis (EAS) indica que es 
de interés el consumo de alimentos funcionales con EV en pacientes con 
colesterolemia moderada, así como en personas con riesgo cardiovascular 
que no estén en tratamiento farmacológico. Dado que la dieta habitual no 
aporta las ingestas de EV necesarias para conseguir este efecto 
hipocolesterolemiante, son diversos los alimentos se han sido autorizados 
para su enriquecimiento en EV, libres o esterificados. Algo a tener en 
cuenta en estos alimentos enriquecidos en EV, es la estabilidad de estos 
compuestos, durante el procesado y almacenamiento. Al igual que el 
colesterol, los EV pueden oxidarse dando lugar a los óxidos de EV 
(POPs) que podrían ejercer efectos adversos, a semejanza de los 
productos de oxidación del colesterol (COPs), estos han sido 
ampliamente estudiados, y se conoce su implicación en la iniciación y 
progresión de enfermedades crónicas, como aterosclerosis, procesos 
neurodegenerativos y diabetes, entre otros. 
 El objetivo de la presente tesis doctoral es identificar y cuantificar 
los EV y POPs en ingredientes utilizados actualmente en el 
enriquecimiento de alimentos con EV. Así evaluar la estabilidad de los 
EV en bebidas a base de zumo de frutas y/o leche enriquecidas en EV.  
 Se optimiza la identificación de POPs por cromatografía de gases 
acoplada a espectrometría de masas (GC-MS) y se cuantifican los 
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mismos por cromatografía de gases con detector de ionización de llama 
GC(FID) en ingredientes y bebidas. En los ocho ingredientes analizados, 
se confirma la estabilidad de los EV, dado el bajo porcentaje de 
oxidación del β-sitosterol hallado (< 0,05%) y se seleccionan dos 
ingredientes (“tall oil” con EV libres y aceites vegetales con EV 
esterificados) para ser adicionados a bebidas a base de zumo de frutas y 
zumo-leche.  
 En general, el porcentaje de oxidación del β-sitosterol (EV 
mayoritario) en las bebidas es bajo (0,07%). No obstante, al comparar 
este porcentaje con el obtenido en los ingredientes utilizados (0,014-
0,016%) se observa un mayor grado de oxidación en las bebidas que 
puede atribuirse al procesado de las mismas. No existen diferencias 
estadísticamente significativas en el contenido total de POPs en función 
del ingrediente utilizado, de modo que se selecciona el ingrediente 
procedente de “tall oil” en base a criterios analíticos.  
 El almacenamiento (a temperaturas de 4, 24 y 37 ºC, durante 6 
meses) de las tres bebidas (a base de zumo de frutas y/o leche) 
enriquecidas con EV no produce cambios en el contenido de EV, si bien, 
en la capacidad antioxidante total existen diferencias significativas  entre 
matrices, de modo que la bebida que contiene zumo y leche es la que 
presenta mayor capacidad antioxidante total. El orden de capacidad 
antioxidante total es: bebida de leche y zumo de frutas > bebida de zumo 
de frutas >> bebida de leche. Por su parte, la bebida que no contiene 
zumo de frutas es la que presenta los mayores contenidos de POPs, 
mientras que la bebida a base de zumo de frutas y leche presenta los 
menores contenidos de POPs a lo largo del almacenamiento, 
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posiblemente debido a la mayor capacidad antioxidante total de estas 
bebidas. De los resultados obtenidos, tanto del contenido de EV como de 
POPs en el estudio de estabilidad, se puede concluir que la bebida de 
zumo de frutas y leche, es una matriz apropiada para la elaboración de 
bebidas enriquecidas con EV, dado que ofrece la mejor estabilidad de los 
mismos durante su periodo de vida útil. 
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OBJETIVOS 
El objetivo general del presente trabajo es identificar y cuantificar 
los esteroles vegetales (EV) y sus productos de oxidación (POPs) en 
ingredientes utilizados actualmente en el enriquecimiento de alimentos 
con EV. Así como evaluar la estabilidad de los mismos en bebidas a base 
de zumo de frutas y/o leche enriquecidas en EV. 
 
Los objetivos específicos son: 
 Evaluación de ingredientes fuente de EV utilizados en el 
enriquecimiento de alimentos y selección de los más idóneos para 
su utilización en bebidas a base de zumo de frutas y/o leche. 
 Estabilidad de los EV y formación de POPs en tres bebidas a base 
de zumo y/o leche enriquecidas con EV a lo largo del periodo de 
vida útil (6 meses) a tres temperaturas de almacenamiento (4, 24 
y 37 ºC). 
 
La presente tesis doctoral se encuadra en el marco de un proyecto 
más amplio cuyo objetivo es evaluar la estabilidad, biodisponibilidad (in 
vitro e in vivo) y el efecto de una bebida de zumo de frutas y leche 
enriquecida en EV sobre biomarcadores intermediarios de riesgo 
cardiovascular y remodelado óseo. 
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PLAN DE TRABAJO 
Para alcanzar los objetivos mencionados se propone el siguiente plan de 
trabajo: 
1) Revisión de los antecedentes bibliográficos relativos a la 
determinación de EV y POPs en alimentos. 
2) Adaptación y validación de un método de determinación de EV por 
cromatografía de gases con detector de ionización de llama 
(CG(FID)) y validación del mismo, para su aplicación a ingredientes 
y bebidas enriquecidas con EV. 
3) Obtención de POPs por termooxidación y posterior identificación por 
técnicas cromatográficas. 
4) Puesta a punto de un método de identificación de POPs por 
cromatografía de gases con detector de espectrometría de masas (CG-
MS), cuantificación por CG(FID) y validación del mismo para su 
aplicación a ingredientes fuente de EV. 
5) Evaluación de ingredientes fuente de EV utilizados en el 
enriquecimiento de alimentos y selección del más idóneo a utilizar en 
la bebidas objeto de estudio. 
6) Aplicación del método de determinación de EV y POPs a las bebidas. 
Estudio de estabilidad. 
7) Evaluación de los resultados obtenidos. 
8) Redacción de la tesis doctoral. 
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1. ESTEROLES VEGETALES 
 
1.1   Estructura 
 Los EV se asemejan al colesterol, tanto en su estructura química 
como en su función biológica. Ambos se sintetizan a partir del escualeno 
dando lugar al grupo de los triterpenos, a partir de este compuesto las 
plantas producen una gran diversidad de productos derivados, 
disponiendo cada especie de perfiles de esteroles característicos. 
 Dependiendo de su estructura y biosíntesis, los EV se dividen en 
los siguientes grupos: 4–desmetil esteroles, 4α-monometil esteroles y 
4,4-dimetil esteroles. Sin embargo, estos dos últimos están presentes en 
concentraciones mucho más bajas que los 4-desmetil esteroles (Piironen 
et al., 2000a). Habitualmente, el término EV se restringe a los 4–desmetil 
esteroles (Brufau et al., 2008) tal y como será considerado en adelante. 
 Los  EV incluyen ambas formas (fitoesteroles y fitoestanoles). Los 
fitoesteroles se componen de un núcleo tretracíclico (ciclopentano 
perhidrofenantreno) y una cadena lateral unida al átomo de carbono (C) 
17 (figura nº 1). Según la posición y numero de los dobles enlaces en el 
segundo anillo se diferencian 3 tipos de fitoesteroles: Δ5-esteroles (doble 
enlace en posición 5) Δ7-esteroles (doble enlace en posición 7) y Δ5,7-
esteroles (doble enlace en ambos). Los fitoesteroles que más se asemejan 
al colesterol son los Δ5-esteroles ya que solo se diferencian de este por la 
cadena lateral en C17 (Piironen et al., 2000a). Los fitoesteroles Δ5 son 
estructuras Δ-5 insaturadas con un  grupo hidroxilo en el carbono 3 de la 
estructura cíclica,  la forma saturada de los fitoesteroles son los 
fitoestanoles que han sufrido una 5α-reducción del doble enlace Δ5 
(figura nº 1). Estos dos tipos se reflejan en los nombres comunes de los 
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compuestos, por ejemplo, el β-sitosterol es estructuralmente idéntico al 
sitostanol excepto en el doble enlace en la posición 5, y el campesterol 
tiene la misma relación con el campestanol (Ostlund, 2002).
En la figura nº 1 se puede observar la numeración de los C para el 
β-sitosterol, así como las estructuras del colesterol, campesterol, 
estigmasterol, y las formas saturadas sitostanol y campestanol.
Figura  nº 1. Estructura de los EV más comunes y colesterol, la numeración seguida es 
acorde con la  IUPAC   (adaptado de Lagarda et al., 2006)
En los animales, la mayor parte del colesterol se encuentra en 
forma libre, con una cierta proporción en forma de ésteres con ácidos 
grasos (AG). Sin embargo, en los tejidos vegetales, los EV pueden 
hallarse de cinco formas: libres, o bien como compuestos “conjugados” 
en el grupo 3β-OH del esterol,  que puede estar esterificado con AG, 
esterificado con ácido ferúlico (potente antioxidante), o bien glicosilados 
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(esterol glicosilado); a su vez, este último puede acetilarse obteniendo 
acetil esteril glicósidos (esterol glicosilado acetilado) (Moreau, 2002)
(figura nº 2).
Figura nº 2. Modificaciones del grupo 3β-hidroxilo de los esteroles vegetales
Los EV libres son sólidos y muy poco solubles en medios lipídicos 
y su hidrofobicidad aumenta con la longitud de la cadena lateral. Así, los 
EV con 28 o 29 C son más hidrófobos y tienen una menor solubilidad 
micelar que el colesterol con 27 C (Piironen et al., 2000a). Por el 
contrario, las formas esterificadas se disuelven fácilmente en alimentos 
que contengan una matriz grasa.
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1.2  Contenidos de EV en alimentos 
 Todos los alimentos de origen vegetal contienen EV. En general, 
los aceites vegetales y productos derivados de los mismos como las 
margarinas se consideran las fuentes naturales más ricas en EV (Piironen 
et al., 2000a), los aceites con mayor concentración en EV son los de 
maíz, girasol, soja y colza (que contienen entre un 0,1% y 0,8%).  
 El proceso del refinado de los aceites vegetales puede afectar 
considerablemente el contenido en EV, ya que pueden ser parcialmente 
eliminados o transfomados por oxidación, isomerización y otras 
transformaciones por reacciones intramoleculares. En el cuadro nº 1 se 
muestran los contenidos en EV en diferentes aceites crudos y refinados. 
La magnitud de la pérdida de EV depende del tipo de aceite y de las 
condiciones utilizadas en el proceso de refinado, variando esta pérdida 
entre un 10-70%. El proceso de refinado también afecta al estado en que 
se están los EV (libres o esterificados a AG). Así, el desgomado y el 
blanqueo hidrolizan gran parte de los ésteres de EV aumentado el 
contenido en su forma libre; la neutralización y desodorización 
disminuyen el contenido de los EV libres, afectando así a su contenido 
total (Verleyen et al., 2002b). 
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Cuadro nº 1. Contenido de esteroles vegetales (mg/100 g) en alimentos 
grasos, aceites crudos y refinados. 
Aceites vegetales Crudo  Refinado  Referencia 
Cacahuete 153 171-258 1, 4, 6, 8, 11 
Colza 
803-861 709-859 2, 4, 6, 7, 8, 10, 11 
   513-979 250-731 5 
941 814 12 
    Coco 
71-125 4, 6, 7 
70  8 
Girasol 
352-430 270-350 2, 6 
 411-493 1, 3, 4, 7, 11 
374-725  5 
 330-368 8, 10 
Maíz 
779-975 685-793 3, 8, 9 
809-1557 715-968 1, 4, 5, 6, 7, 10, 11 
Oliva 
144-155  5, 6 
176-221  8, 1 
256-260 216-283 3, 7, 10 
 154-177 4, 11 
Palma 
69-79 60-68 8, 9 
71-117 39-61 4, 5, 6, 11 
Semilla de algodón 
431-539 308-397 1, 5, 6 
 460 8 
Soja 
350 250-297 1, 2, 6,10 
302-327 307-216 8, 9, 11 
229-460 221-328 5 
 349-436 4 
Margarinas  126-554 4, 6, 7, 11 
1: Abidi et al., 2001; 2: Fernandes y Cabral, 2007; 3: Jiménez-Escrig et al., 2006; 4: 
Normén et al., 2007; 5: Piironen et al., 2000a; 6: Phillips et al., 2002; 7: Schwartz et al., 
2008; 8: Verleyen et al., 2002a; 9: Verleyen et al., 2002b; 10: Plumb et al 2011; 11: 
Marangoni y Poli, 2010; Ghazani et al., 2013. 
 
 También debe destacarse el contenido de EV en legumbres (0,2%) 
y frutos secos y en menor cantidad en cereales y vegetales. Aunque los 
contenidos de EV en frutas, hortalizas, cereales y derivados es 
relativamente bajo, al ser elevado el consumo de estos productos en la 
dieta deben tenerse en cuenta al estimar la ingesta total de EV (Piironen y 
Lampi, 2004). En el cuadro nº 2 se recopilan contenidos en EV en 
alimentos distintos a los aceites. 
24 ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 
 
Cuadro nº 2. Contenido de esteroles vegetales (mg/100 g) en alimentos 
no grasos. 
1: Abidi et al., 2001; 2: Jiménez-Escrig et al., 2006; 3: Normén et al., 2002; 4: Normén 
et al., 2007; 5: Piironen et al., 2000a; 6: Piironen et al., 2002; 7: Piironen et al., 2003;  8: 
Phillips et al., 2005; 9: Cordeiro et al., 2013; 10: Plumb et al., 2011; 11: Marangoni y 
Poli, 2010. 
 
 En estimaciones de ingesta total de EV, cabe destacar el estudio 
realizado en España por Jiménez-Escrig et al. (2006) quienes determinan 
el contenido de EV en los alimentos de mayor consumo en España y se 
Alimento Contenido Referencia Alimento Contenido Referencia 
Cereales 
Arroz 29-79 2, 6, 10, 11 Centeno (pan) 51 3 
Arroz (harina) 23-55 3, 11 Trigo (germen) 344-411 3, 6, 10, 11 
Arroz (integral) 72,3 6 Trigo (salvado) 178-200 6, 10, 11 
Cebada 59-83 5, 6 
Trigo  
(harina integral) 
70-74 3, 6, 11 
Avena 33-52 3, 5 Trigo (harina) 28-51 3, 6 
Avena copos 75,55 6 Trigo (pan) 40-54 2, 3, 6, 11 
Centeno 69-110 3, 5 
Trigo 
(pan integral) 
86 3, 11 
Centeno 
(harina) 
81-95 3, 6, 11    
Frutas 
Aguacate 75 7 Naranja 23-30 2, 5,7, 10,11 
Cereza 20 2 Pera 8-11 1, 2 
Ciruela 13-19 2, 7 Plátano 12-20 1, 2, 7, 10 
Kiwi 7-18 2, 7,10, 11 Sandia 1-4 2, 11 
Manzana 12-18 1-2, 5, 7,11 Uva 18-33 2, 7, 11 
Frutos secos 
Almendra 138-208 
1-2, 4, 7, 8, 
11 
Chocolate 126-167 4, 8 
Anacardo 150-158 1, 8 Nuez 113-131 2, 4, 8, 11 
Avellana 121-138 2, 4, 8, 11 Piñones 236 8 
Cacahuete 104-220 
1-2, 4, 7, 8, 
11 
Pistacho 243- 297 2, 4, 8, 11 
Legumbres 
Alubia  127-108 1, 2 Lenteja 117 2 
Garbanzo 121 2 Guisante 124 7 
Vegetales 
Ajo 18 2 Col de Bruselas 37-43 5, 7 
Alcachofa 48 2 Coliflor 34-44 2, 5, 10, 11 
Berenjena 6 2 Esparrago 11 2 
Brócoli 18-39 2, 5, 7, 11 Lechuga 9-14 1-2, 7 
Zanahoria 12-19 
1-2, 5, 7, 
10, 11 
Patata 4-5 1-2, 5, 7 
Cebolla 7-15 1-2, 7,10,11 Tomate 5-10 1-2, 7,10,11 
Col 27-31 2, 7 Batata 17-29 9 
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evalúa la ingesta media diaria de EV, estimándose en 276 mg, siendo la 
fuente principal los aceites con una contribución del 39,3%. En otro 
estudio prospectivo europeo sobre dieta y cáncer (EPIC) basado en un 
análisis tranversal de cohorte en población española, Escurriol et al. 
(2009) estiman la ingesta de EV en 309-349 mg/día en hombres y 241-
259 mg/día en mujeres. También existen estudios europeos de estimacion 
de ingesta de EV: En Suiza, Klingberg et al. (2008) estiman una ingesta 
diaria de entre 197-219 mg en mujeres y 226-257 mg en hombres, 
empleando cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos, así 
como encuestas de recuerdo de 24 h. En el caso de Bélgica, Sioen et al. 
(2011), en un estudio basado en encuestas de recuerdo de 24h, estiman la 
ingesta de EV en 301 y 229 mg/día en hombres y mujeres, 
respectivamente. En estos últimos estudios (Klingberg et al., 2008 y 
Sioen et al., 2011) estiman que el pan y otros cereales son los que más 
contribuyen a la ingesta de EV, seguidos de las grasas, contrariamente a 
lo determinado en España (Jiménez-Escrig et al., 2006). 
 En cuanto al perfil de los EV en los alimentos, los fitoesteroles son 
mayoritarios frente a sus formas reducidas (fitoestanoles). Los más 
abundantes son el β-sitosterol, seguido de campesterol y estigmasterol. 
En los aceites vegetales, el 85% de los esteroles son 4-desmetilesteroles, 
contribuyendo, en más del 50%, el β-sitosterol. El porcentaje del resto de 
fitoesteroles varía en función del tipo de aceite de forma muy singular, 
por ejemplo, en el caso del aceite de colza y otros aceites del género 
Cruciferaceae (Brassicaceae) el contenido en brassicasterol es relevante 
(Piironen et al., 2000a).  En el cuadro nº 3 se presenta el perfil de los 
distintos EV para aceites vegetales.  
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Cuadro nº 3. Porcentajes relativos de esteroles vegetales en aceites 
vegetales. 
Aceite S C E B Stn Ctn Ref. 
Cacahuete 
64,44 16,51 8,89 1,9 1,05  4 
73,90 16,53 9,58    8 
61,11 21,4 17,48    9 
Colza 
48,77 36,09 0,78 10,48 0,28 0,40 4 
48,40-55,70 28,6-35,6 0,40-0,50 8,60-12,90 0,27-0,90 0,08-0,13 5 
46,80-48,10 34,60-35,2 0,40-0,60 8,00-9,10 0,20-0,50 0,20-0,40 6 
50,84-50,96 35,57-39,06     7 
40,12 51,19 1,03 7,66   9 
54,06 33,80 0,39 11,75   10 
Coco 
48,80 13,60 12,00 5,04 2,88  4 
51,22-59,44 7,30-8,03 14,32-15,63  2,00 1,89-2,11 5 
39,47 8,16 10,53 - 0,96 - 6 
70,54 11,32 18,14    7 
Girasol 
44,53 7,39 1,66  
 
 3 
70,87 11,92 10,78 
 
0,69 
 
4 
69,7-71,92 7,80-10,03 6,55-9,02 0,78 1,07-1,11 0,44 5 
45,68 7,54 6,21 0,27 1,13 1,51 6 
64,63-68,47 10,84-11,90 8,11-8,52    7 
69,46 14,34 16,19 -   9 
Maíz 
59,92-61,57 21,83-21,98 6,64-6,75 0,34-0,69 2,86-3,20 1,43-1,54 4 
63,25-66,50 16,95-18,13 7,64-7,14  1,89-2,08 1,20-1,38 5 
59,13 19,63 5,51 0,44 3,33 1,72 6 
69,19-70,26 21,25-21,69 7,10-7,52    7 
68,87-71,14 20,15-22,98 6,92-7,24    8 
57,42 32,29 9,99 -   9 
Oliva 
89,86 2,63 2,20    3 
79,66 5,08 2,26  
  
4 
79,88-83,35 2,71-2,86 0,54-1,80  1,08-2,27 0,42-0,46 5 
46,87-47,00 1,98-2,30 5,51-6,21  1,52-1,77  6 
66,13-73,91 0,96-2,74 
 
   7 
Palma 
61,51 23,08 15,38    4 
42,47 15,91 9,35    5 
58,31-65,87 20,06-26,14 9,19-14,03    7 
60,93-62,00 22,1-22,87 11,85-13,50    8 
46,55 31,91 21,54 -   9 
Soja 
54,15-54,95 19,48-21,41 18,85-19,54 0,80 1,60-5,16 0,70-1,43 4 
59,00-52,80 19,08-16,20 20,23-17,57  1,86-1,31 1,02-0,76 5 
59,69-56,25 22,61-17,18 20,87-16,80    7 
57,39-56,25 21,24-19,03 16,44-18,80    8 
39,91 28,07 32,65 -   9 
3: Jiménez-Escrig et al., 2006; 4: Normén et al., 2007; 5: Piironen et al., 2000a; 6: 
Phillips et al., 2002; 7: Schwartz et al., 2008; 8: Verleyen et al., 2002a; 9: Li et al., 
2011; 10: Ghazani et al., 2013.  
S: β-sitosterol; C: Campesterol; E: Estigmasterol; B: Brassicasterol; Stn: Sitostanol; 
Ctn: Campestanol; Ref.: referencia. 
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1.3  Efectos biológicos 
 
1.3.1 Hipocolesterolémico 
 El colesterol es una molécula imprescindible para el organismo 
humano con importantes funciones biológicas. Su homeostasis requiere 
de una precisa regulación mediante procesos de síntesis, absorción y 
excreción del mismo, ya que un desequilibrio puede elevar su 
concentración plasmática, acumulándose en diferentes tejidos y, en 
consecuencia, producir un mayor riesgo de enfermedades 
cardiovasculares (Calpe-Berdiel et al., 2009). 
La absorción de colesterol es un mecanismo fisiológico que depende 
tanto de la ingesta de colesterol de la dieta (~300 mg/día), como del 
procedente de la recirculación biliar (~ 1000 mg/día). La disminución de 
la absorción intestinal es la principal vía de eliminación de colesterol del 
organismo (tanto endógeno como procedente de la dieta) (Ostlund, 
2002).  
La absorción de colesterol y, por consiguiente, de los EV, es un 
proceso de múltiples etapas, donde los pasos más importantes son: (De 
Smet et al., 2012) 
 Escisión, en el lumen intestinal, de los esteroles esterificados a 
sus formas libres, mediante la acción de la enzima 
colesterolesterasa. 
 Solubilización de los esteroles en la fase grasa emulsionada y 
formación de las micelas mixtas (MM) en el lumen. 
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 Transferencia de los esteroles a través de la mucosa intestinal. En 
este proceso participan proteínas transportadoras de esteroles 
como la proteína de transporte transmembrana Niemann-Pick C1-
Like1 (NPC1L1). 
 Re-esterificación en el interior del enterocito,  por la acilcoenzima 
A colesterol aciltransferasa (ACAT). 
 Incorporación de los esteroles esterificados a los quilomicrones 
(QM) por la actuación de la proteína microsomal de transferencia 
de triacilglicéridos (MTP).  
 Los transportadores ABC dependientes de adenosin trifosfato 
(ATP) “binding casette”, concretamente los co-transportadores 
G5 y G8 (ABCG5 y ABCG8) situados en la parte apical del 
enterocito, son los encargados de devolver los esteroles no 
esterificados del interior del enterocito al lumen intestinal.   
 Liberación de los esteroles en la linfa.  
 En general, se puede decir que la absorción de colesterol tanto de la 
dieta como de la circulación enterohepática, se reduce por la acción de 
los EV (Brufau et al., 2008; Gylling et al., 2014). Estudios 
epidemiológicos en UK, Suecia y China han concluido que la ingesta de 
EV está inversamente relacionado con los niveles plasmáticos de 
colesterol total y las lipoproteínas de baja densidad (LDL-col) 
(Andersson et al., 2004; Klingberg et al., 2008; Wang et al., 2012, 
respectivamente). 
 Mientras que la absorción intestinal del colesterol varía del 30-60% 
(García-Llatas y Rodríguez-Estrada, 2011), la de los EV es inferior, 
siendo la de los fitoesteroles del orden de 0,5-2% y de 0,04-0,2% para los  
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fitoestanoles. Como resultado de la baja absorción y una eficiente 
excreción en la bilis después de la absorción por el hígado, los niveles 
circulantes de EV son bajos, entre 7 y 24 mmol/L (0,3-1,0 mg/dL) para 
los fitoesteroles y de 0,05 a 0,3 µmol/L (0,002-0,012 mg/dL) para los 
fitoestanoles. Estos niveles son, por lo tanto, del orden de 500 y 10.000 
veces menores, respectivamente, que los del colesterol (Gylling et al., 
2014). 
1.3.1.1 Mecanismos de acción 
 Se han propuesto distintos mecanismos de acción de los EV 
(Rozner y Garti, 2006; Marangoni y Poli, 2010; García-Llatas y 
Rodríguez-Estrada, 2011; De Smet et al., 2012; Gylling et al., 2014): 
 Acción en el lumen intestinal:   
 Co-cristalización de los EV con el colesterol. Durante la lipólisis 
de los alimentos (digestión enzimática), en la emulsión intestinal 
de triacilglicéridos (TG) y nutrientes hidrofóbicos, se genera la 
precipitación de los EV con el colesterol por cristalización, 
reduciendo su absorción intestinal. Mel’nikov et al. (2004) 
demuestran la formación de estos cristales mediante difracción de 
rayos X y microscopía; pero indican que, dada la alta solubilidad 
de los esteroles libres en los productos de hidrólisis de los lípidos, 
este mecanismo no puede afectar en gran medida a la absorción 
del colesterol. 
 Competencia por la colesterolesterasa. Los EV esterificados con 
AG pueden actuar como substratos (no muy específicos) de esta 
enzima, reduciendo la absorción del colesterol esterificado 
(aproximadamente un 20% del colesterol ingerido), ya que sólo la 
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forma libre del colesterol puede formar parte de la MM (Ikeda et 
al., 2002) (figura nº 3). 
 Competencia entre el colesterol y los EV por su incorporación a 
las MM (compuestas de sales biliares, monoacilgliceroles, AG 
libres, lisofosfolípidos, fosfolípidos y colesterol libre). Los EV 
presentan mayor afinidad por las MM debido a su mayor 
hidrofobicidad (propiedad derivada de la mayor longitud y 
complejidad de la cadena lateral), lo que hace que la adhesión del 
colesterol a las MM se reduzca (Ikeda et al., 1988) (figura nº 3). 
El colesterol no emulsionado (desplazado de la micela) no puede 
ser absorbido y se elimina con las heces.  
 
Figura nº 3: Formación de la micela mixta (adaptado de Valenzuela 
 y Ronco, 2004). 
 
 Competencia por las proteínas transportadoras de colesterol, 
como las NPC1L1 (Davis y Altmann, 2009). Wang (2007) 
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demuestra que las NPC1L1 también transportan EV, ya que al 
bloquear estos trasportadores con ezetimiba (fármaco para tratar 
la hipercolesterolemia) se reduce a la mitad la absorción tanto de 
colesterol como de los EV. Por otra parte se ha demostrado que 
células intestinales humanas (FH 74) tratadas con β-sitosterol 
(250 μM) disminuyen la síntesis proteica de NPC1L1 (Jesch et 
al., 2009). 
 La absorción del colesterol también podría darse por 
 invaginación mediante caveolas. Se puede dar la formación de un 
complejo lípido-proteína de los ésteres de colesterol con las 
proteínas annexin2/caveolin1 (ANXA2/CAV1) en las balsas 
lipídicas (“lipid rafts”) del borde en cepillo intestinal. Smart et al. 
(2004) demuestran que los EV pueden disminuir la actividad de 
ANXA2, reduciendo de este modo el transporte de colesterol. De 
todos modos, la importancia de este complejo para la absorción 
de colesterol todavía no está clara (De Smet et al., 2012). 
 
 Acción en el interior del enterocito: 
 Efecto inhibidor de la ACAT intestinal por los EV (Trautwein et 
al., 2003). En ensayos con cultivos celulares del epitelio intestinal 
(Caco-2) incubados con colesterol y β-sitosterol, la actividad de la 
ACAT se ve reducida por la presencia del EV (Field et al., 1997) 
(figura nº 4). Por otra parte, Field y Mathur (1983) demuestran 
que la ACAT es mucho menos eficiente en la esterificación de los 
EV que del colesterol, lo cual explicaría por qué la absorción de 
los EV es tan baja.  
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Figura nº 4: Mecanismos de acción de los EV en el transporte del   
 enterocito a la linfa (Valenzuela y Ronco, 2004) 
 
 Reducción de la síntesis de MTP. Recientemente se ha 
demostrado, en hámsteres, que el β-sitosterol se asocia con una 
disminución en el nivel del ácido ribonucleico mensajero 
(RNAm) de la MTP. Por lo que los EV podrían tener un efecto 
sobre la expresión de la enzima que participa en la incorporación 
de los esteroles a los QM (Liang et al., 2011). 
 Regulación positiva de transportadores ABCG5 y ABCG8 de la 
membrana de los enterocitos encargados de devolver los esteroles 
no esterificados al lumen intestinal. Esto supone una disminución 
de los esteroles que pasaran a formar parte de los QM y un 
aumento de la excreción por heces de los mismos (Plat y 
Mensink, 2005) (figura nº 4). 
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 Otros efectos 
 Disminución de la actividad de la hidroxi-metil-glutaril Coenzima 
A reductasa (HMGCoA), enzima encargada de la síntesis 
endógena de colesterol, principalmente a nivel hepático. Field et 
al. (1997) hallan una reducción de la actividad de HMGCoA en 
células Caco-2 con la adición de β-sitosterol, al no discriminar 
entre EV y colesterol, produciendo una reducción de la 
concentración intracelular del colesterol (De Smet et al., 2012). 
 Aumento de la expresión de transportadores modulada por el 
receptor X del hígado (LXR). De hecho el LXR modularía la 
expresión de: NPC1L1, ABCG5 y ABCG8, entre otros. De tal 
modo que, en caso de una alta concentración sanguínea de 
colesterol, el LXR se activa y se expresan dichos transportadores. 
Se ha sugerido que los EV podrían activar el LXR directa o 
indirectamente después de la conversión en metabolitos todavía 
desconocidos (De Smet et al., 2012). 
 Por otra parte, debido a que los EV reducen la absorción intestinal 
de colesterol, el nivel de éste en sangre disminuye, lo que induce un 
aumento compensatorio en la síntesis del colesterol endógeno. Sin 
embargo, a pesar de este incremento, el efecto neto es una reducción en 
suero de las concentraciones de LDL-col, ya que se aumenta la expresión 
del receptor de LDL-col  en el hígado (Plat y Mensink, 2005).  
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1.3.1.2 Eficiencia de la dosis y tipo de EV (asociación entre  
consumo de EV y niveles de colesterol plasmático: evidencia  
epidemiológica). 
 En un meta-análisis efectuado por Katan et al. (2003) de 41 
ensayos con diversos alimentos (margarina, mayonesa, aceite y 
mantequilla enriquecidos con EV),  indican que la dosis óptima diaria de 
EV es 2 g/día, produciendo una reducción del colesterol LDL-col de 
10%. La relación dosis-efecto comienza a mostrar efectos 
hipocolesterolémicos significativos con la ingesta de 500 mg/día, este 
efecto se incrementa por la ingesta diaria en el intervalo de 500-2500 
mg/día. Una mayor ingesta produce efectos mínimos sobre los niveles de 
LDL-col. Naumann et al. (2008) sugieren una relación dosis-respuesta 
lineal entre el aumento de las concentraciones dietéticas de EV y la 
disminución de las concentraciones séricas de LDL-col para ingestas de 
hasta 4 g/día, obteniendo un efecto óptimo con dosis de 2 g/día tanto para 
fitoesteroles como para fitoestanoles. Abumweis et al. (2008) desarrollan 
un meta-análisis donde se examinan 59 estudios con alimentos 
enriquecidos con EV. Se demuestra un efecto dosis-respuesta con 
reducciones de LDL-col de 0,29; 0,32 y 0,42 mmol/L para ingestas de 
EV de 1,5-2,0; 2,1-2,5 y > 2,5 g/día, respectivamente. Otro meta-análisis 
(Demonty et al., 2009) de un conjunto de 84 ensayos, concluyen que se 
obtiene una máxima reducción del LDL-col (12,7%) para unos 3 g 
EV/día, y una ingesta promedio de 2,15 g EV/día produce una 
disminución media en la concentración del LDL-col del 8,8%.  
 En la revisión realizada por Derdemezis et al. (2010), donde se 
recopilan estudios clínicos en humanos y, en menor medida, estudios con  
 
 
ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 35 
 
animales, se concluye que con el consumo de 2 g/día de EV se consigue 
reducir aproximadamente el 9% del LDL-col, así como también efectos 
beneficiosos sobre parámetros lipídicos, tales como TG y colesterol 
unido a lipoproteínas de alta densidad (HDL-col). En relación al 
enriquecimiento con concentraciones elevadas, en un informe llevado a 
cabo por 60 expertos procedentes del ámbito académico e industrial (Plat 
et al., 2012)  concluyen que con dosis por encima 3 g/día de EV se 
obtiene igual eficacia en la disminución del colesterol que a 3 g/día.  
 Recientemente, Ras et al. (2013) han publicado un meta-análisis 
que incluye 41 ensayos controlados aleatorios, en los que la 
concentración de EV en los alimentos consumidos oscila entre 0,3 y 3,2 
g/día, siendo la media de 1,6 g/día, y obteniendo una reducción media de 
la concentración de LDL-col de 0,33 mmol/L (8,5%). Debido a la ingesta 
de estos alimentos la concentración plasmática de β-sitosterol y 
campesterol aumenta en 2,24 y 5,00 µmol/L, respectivamente, en general 
los EV totales se mantienen por debajo del 1% de esteroles totales 
plasmáticos. 
 Diversos meta-analisis han evaluado la eficacia de los fitoesteroles 
vs fitoestanoles. Katan et al. (2003) señalan diferencias no significativas 
entre ellos: una reducción máxima de 10,1% con 2,5 g/día para 
fitoesteroles frente a un 9,7% con 2,3 g/día para fitoestanoles, Demonty 
et al. (2009) tampoco hallan diferencias entre fitoesteroles y 
fitoestanoles, pero sí determinan la diferencia entre ellos en su máxima 
reducción del LDL-col siendo del 6,7% y no estadísticamente 
significativa. Talati et al. (2010) evalúan 14 ensayos (n = 531) con un 
intervalo de ingesta de EV entre 0,6 y 2,5 g/día y no identifican ninguna 
diferencia estadística o clínica en el efecto de la disminución de 
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colesterol total, LDL-col, HDL-col, o TG entre los fitoesteroles y los 
fitoestanoles. Mensink et al. (2010) observan que, en el caso de los 
fitoestanoles se da una relación lineal dosis-respuesta a concentraciones 
superiores a los 2 g/día, llegando hasta a una reducción de 17,4% de 
LDL-col con 9 g/día. En el meta-análisis de Musa-Veloso et al. (2011), 
basado en 114 ensayos donde el intervalo de EV es de 0,2-9,0 g/día, se 
obtiene una reducción máxima del LDL-col del 16,4% en el caso de  
fitoestanoles y del 8,3% para fitoesteroles, siendo significativamente 
diferentes. En cualquier caso, a la dosis de 2 g/día actualmente 
recomendada, la reducción del LDL-col tanto para fitoesteroles como 
para fitoestanoles es prácticamente la misma (Katan et al., 2003; Talati et 
al., 2010 y Musa-Veloso et al., 2011). 
 Sin embargo, a pesar del potencial impacto positivo sobre el riesgo 
cardiovascular debido a la disminución del colesterol, Genser et al. 
(2012) han planteado que los EV podrían ejercer efectos cardiovasculares 
adversos, por dos razones principales. Por una parte, en individuos con  
sitosterolemia (trastorno hereditario autosómico recesivo poco frecuente, 
causado por mutaciones en los genes que codifican para los 
transportadores ABCG5 y ABCG8, afectando a los transportadores ABC 
intestinal y hepáticos), en los que las concentraciones séricas de EV son 
50-100 veces más elevadas pudiendo, en este caso, generar enfermedades 
cardiovasculares prematuras y severas (Salen et al., 1985). Por otra parte, 
existen algunos estudios que han encontrado una relación entre 
concentraciones séricas elevadas de EV y la aparición de enfermedades 
cardiovasculares (Assmann et al., 2006). Genser et al. (2012) han 
realizado un meta-análisis basado en 17 estudios epidemiológicos 
controlados (n=11182) con adultos, no obteniendo ninguna evidencia de 
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una asociación entre las concentraciones séricas moderadas de EV y el 
riego de enfermedades cardiovasculares. 
 Recientemente, la Sociedad Europea de Aterosclerosis (EAS) ha 
publicado un documento de posición sobre el impacto de los EV en la 
homeostasis del colesterol y el riesgo cardiovascular (Gylling et al., 
2014). Concluyen que, en base a los efectos de descenso del LDL-col, los 
alimentos funcionales con EV pueden ser recomendados en pacientes con 
riesgo cardiovascular medio y bajo, y con niveles altos de colesterol que 
no requieren de tratamiento farmacológico. Por otra parte como 
complemento al tratamiento farmacológico en pacientes de alto y muy 
alto riesgo cardiovascular, que no alcanzan los objetivos de reducción de 
LDL-col y en los adultos y niños mayores de 6 años con 
hipercolesterolemia familiar.  
 
1.3.2 Anticarcinógeno 
 
 Aunque hay muchos factores implicados en la etiología del cáncer, 
se ha establecido que la dieta afecta significativamente al desarrollo de 
esta enfermedad. La creciente evidencia de los efectos bioquímicos y 
moleculares de los EV puede hacerlos fuertes candidatos para disminuir 
el riesgo y para la terapia del cáncer (Grattan, 2013). Diversas revisiones 
han tratado dicha relación (Awad y Fink, 2000a; Bradford y Awad, 2007; 
Woyengo et al., 2009; Grattan, 2013). 
  
 Estudios in vitro  
 
 Producción de carcinógenos 
 Diversos estudios sugieren que los EV pueden evitar el desarrollo 
del cáncer mediante la reducción de la producción de carcinógenos 
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(Woyengo et al., 2009). Awad et al. (2004) obtienen una  disminución de 
la producción de prostaglandina E y prostaglandina I en células de 
macrófagos tratadas con EV. Vivancos y Moreno (2005) indican que los 
EV pueden proteger a las células del daño producido por las especies 
reactivas de oxígeno (ROS), debido a que  los EV incrementan la 
actividad de enzimas antioxidantes (superóxido dismutasa y glutatión 
peroxidasa) en células de macrófagos cultivadas con estrés oxidativo 
inducido.  
 Ciclo celular 
 En células cancerosas, la progresión del ciclo celular normal es 
aberrante. Cada vez hay más evidencias de que muchos fitoquímicos 
naturales y dietéticos (entre ellos los EV) pueden ejercer protección 
contra el cáncer mediante la inhibición de la progresión del ciclo celular 
y la promoción de la apoptosis (Bradford y Awad, 2007). El β-sitosterol 
disminuye la viabilidad de células de: cáncer de mama MCF-7 y 
adenocarcinoma MDA-MB-231 (Awad et al., 2007), cáncer de colon 
HCT 116 (Choi et al., 2003), cáncer de próstata PC-3  (Awad et al., 
2005) y leucemia humanas U937 (Park et al., 2007). Por regla general, 
los EV no son potentes inhibidores de la progresión del ciclo celular 
como los fármacos antineoplásicos, sino más bien actúan como débiles 
inhibidores que, durante periodos prolongados de exposición, regulan 
sutilmente la actividad de las proteínas y la expresión de genes 
implicados en el crecimiento celular y la apoptosis (Bradford y Awad, 
2007). 
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 Apoptosis celular 
 Los EV han demostrado promover la apoptosis (muerte celular 
programada), un mecanismo importante en la inhibición de la 
carcinogénesis (Woyengo et al., 2009). La apoptosis se desarrolla por la 
acción en cascada de eventos enzimáticos y las enzimas que intervienen 
son las caspasas aspartato específicas (caspasas) (Woyengo et al., 2009). 
El β-sitosterol induce la apoptosis por activación de caspasas-3 en células 
de leucemia humanas U937, fibrosarcoma de ratón MCA-102 y 
endoteliales humanas HAAE-2 (Park et al., 2007; Moon et al., 2007; 
Rubis et al., 2008). Vundru et al. (2013) obtienen, por acción del β-
sitosterol, un importante efecto anti-proliferativo y pro-apoptótico en 
células de cáncer de mama (MDA-MB-231), mientras que sólo detectan 
un efecto moderado en células de cáncer de pulmón A549 y no describen  
efecto en células de cáncer de piel A431. 
 Angiogénesis y metástasis 
 En estudios realizados por Awad y colaboradores (2001a y 2001b) 
en células de cáncer de próstata PC-3 y mama MDA-MB-231, 
respectivamente, se ve reducida la invasividad y la adhesividad de las 
células por acción de los EV. Por lo que estos compuestos podrian inhibir 
la angiogénesis (vascularización del tumor) y metástasis (Woyengo et al., 
2009). 
 Acción estrogénica 
 Hay pruebas contradictorias sobre la posible actividad estrogénica 
de los EV. Dada la similitud estructural, los EV podrían afectar a los 
niveles de estrógenos endógenos por la competencia con el receptor de 
estrógenos (Bradford y Awad, 2007). Los estrógenos juegan un papel 
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importante en la etiología del cáncer de mama, ya que unos niveles 
elevados de esta hormona están reconocidos como un factor de riesgo de 
cáncer de mama potencialmente modificable (Grattan, 2013). Estudios en 
células de cáncer de mama (Gutendorf et al., 2001; Touillaud et al., 
2005) sugieren que los EV pueden estar funcionando como moduladores 
débiles de los receptores de estrógeno, aunque otros estudios sugieren 
que no ejercen ningún efecto (Grattan, 2013). 
 Sistema inmunitario e inflamación 
El sistema inmune desempeña un papel fundamental en la etiología 
del cáncer junto con la inflamación crónica, ya que se reconoce que la 
desregulación del sistema inmune desempeña un papel importante en la 
metástasis del cáncer (Grattan, 2013). Bouic et al. (1996) y Calpe-Berdiel 
et al. (2007) indican que los EV estimulan la proliferación de linfocitos 
por una regulación de la producción de citoquinas, siendo estos efectos 
preventivos sobre la metástasis del cáncer (Grattan, 2013). Bouic et al. 
(2001), en una revisión del papel de los EV en la modulación del sistema 
inmunitario, concluyen que estos compuestos producen una mejora de la 
capacidad de respuesta celular de los linfocitos T tanto in vitro como in 
vivo. Estudios adicionales han demostrado que, después de la 
preincubación de células “natural killers” (NK) con una mezcla de EV, se 
obtiene una elevada mejora de las actividades citotóxicas de estas células 
contra las líneas celulares cancerosas (Bradford y Awad, 2007).  
 Efecto de la colesterolemia 
 Diversos estudios muestran que el consumo de dietas con elevadas 
concentraciones de colesterol acelera la formación de tumores en 
diferentes modelos animales (Zhuang et al., 2005; Llaverias et al., 2010). 
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Llaverias et al. (2013) estudian el desarrollo de cáncer de mama en 
ratones alimentados con dietas ricas en EV y colesterol, y dietas con EV 
pero sin colesterol, obteniendo una diferencia en el desarrollo del cáncer 
por el efecto protector de los EV solo en aquellos ratones alimentados 
con una dieta rica en colesterol. Los autores sugieren que niveles 
elevados de colesterol en plasma aumentan el contenido de colesterol en 
las balsas lipídicas “lipid rafts” mejorando la supervivencia de las células 
cancerosas mediante la reducción de la apoptosis (Llaverias et al., 2013). 
Se ha sugerido que los EV pueden promover cambios beneficiosos en la 
transducción de señales mediante la reducción del contenido de colesterol 
de las balsas lipídicas, al ser incorporado directamente en las células. 
Además de reducir las concentraciones de colesterol, de modo que 
actuaría por ambos mecanismos (Awad  et al., 2007). 
 Estudios in vivo 
 Diversos análisis observacionales y estudios epidemiológicos 
controlados confirman que las personas que se alimentan 
predominantemente de alimentos de origen vegetal, siendo dietas 
enriquecidas con EV, tienen una menor incidencia de diversos cánceres 
(Bradford y Awad, 2007). En un ensayo de casos y controles en Uruguay 
(Mendilaharsu et al., 1998) con pacientes diagnosticados de cáncer de 
pulmón señalaron que el consumo de EV se asocia con un menor riesgo 
de cáncer de pulmón en aproximadamente un 50%. De Stefani et al. 
(2000) obtienen una relación inversa entre la ingesta total de EV y la 
prevalencia de cáncer de estómago. McCann et al. (2003) realizan un 
ensayo de casos y controles para obtener una relación entre el consumo 
de fitoquímicos (incluidos los EV) y el riesgo de padecer cáncer de 
ovario,  con 124 mujeres diagnosticadas de carcinoma de ovario y 696 
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mujeres de grupo control. Obtienen una reducción del riesgo de 
desarrollo de cáncer de ovario con ingestas elevadas de estigmasterol (> 
23 mg/día), sin señalar efecto con otros EV o EV totales.  
 Se han realizado ensayos en roedores para determinar si los EV 
dietéticos proporcionan protección contra el cáncer de colon. Para ello, 
ratas y ratones son alimentados con dietas enriquecidas o no en EV, se 
les administran carcinógenos químicos y se analiza la incidencia de 
cáncer de colon bien patológicamente o por medidas indirectas de la 
proliferación celular (Bradford y Awad, 2007). Deschner et al. (1982) 
indican una reducción de la división celular en el colon de animales 
alimentados con un 0,2% de β-sitosterol. Por otro lado, también se 
obtienen resultados contrarios como el estudio de Quilliot et al. (2001) 
que observa una falta de efecto de los EV sobre el cáncer de colon en 
ratas, para una ingesta de 24 mg/día.  
 Distintos estudios sugieren que los EV dietéticos inhiben el 
crecimiento tumoral del cáncer de mama a través de una acción 
independiente a la de los estrógenos (Bradford y Awad, 2007). Awad et 
al. (2000b) señalan que los tamaños de tumores en ratones 
(inmunodeficientes) alimentados con una dieta rica en EV (2%) fueron 
un 33% más pequeños que los alimentados con la dieta rica en colesterol 
(2%) tras la inducción de cáncer de mama. Ju et al. (2004) detectan que 
el consumo de β-sitosterol (0,98%) en ratones ovariectomizados con 
células de cáncer de mama MCF-7 reducen del 32-42% en el tamaño del 
tumor mediante una acción independiente de los estrógenos.  
 Awad et al. (2001a) examinan el efecto protector de los EV frente a 
la proliferación y metástasis de células de cáncer de próstata humano en 
ratones inmunodeficientes y observan una reducción del tamaño del 
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tumor de los ratones alimentados con una dieta rica en EV frente a los 
alimentados con colesterol. 
1.3.3 Antiinflamatorio 
 El papel de la inflamación se ha consolidado dentro de las teorías 
que describen el proceso de la ateroesclerosis. Los marcadores más 
fiables e importantes de los procesos inflamatorios son las citoquinas 
pro-inflamatorias como la interleuquina-6 (IL-6) y el factor de necrosis 
tumoralα (TNFα), además de la proteína C reactiva (CRP), marcador 
prototípico de la inflamación (Rudkowska, 2010). La activación de los 
macrófagos también conduce a la estimulación de la ciclooxigenasa 2 
(COX-2) con la consiguiente sobreproducción de prostaglandina E2 
(PGE2), que desempeñan un papel clave en la patogénesis de los 
procesos inflamatorios. Otro eicosanoide de particular importancia es el 
tromboxano A2 (TXA2) que es un potente inductor de la agregación 
plaquetaria, vasoconstricción y broncoconstricción (Montserrat-de la Paz 
et al., 2012). 
 Existen evidencias que sugieren que los EV, especialmente el β- 
sitosterol, pueden tener actividad antiinflamatoria. 
 En estudios in vitro, Gabay et al. (2010) analizan el papel del 
estigmasterol en la expresión de varios genes implicados en la 
inflamación mediada por IL-6 y en la degradación del cartílago. El 
estigmasterol es capaz de unirse a la membrana de los condrocitos,  posee 
propiedades anti-inflamatorias y anti-catabólicas, contrarresta la 
expresión de genes implicados en la degradación del cartílago, junto con 
un efecto inhibidor sobre mediadores pro-inflamatorios (PGE2). El β-
sitosterol reduce algunas vías de transducción de señales pro-
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inflamatorias  como IL-6, TNFα,  en macrófagos de ratón J774A.1 
(Valerio y Awad, 2011). Montserrat-de la Paz et al. (2012) han estudiado 
el efecto de EV obtenidos a partir de aceite de Evening Primrose en 
macrófagos, observando una disminución tanto de las citoquinas pro-
inflamatorias TNFα, IL-1β y el tromboxano B2, como de la fosfolipasa 
A2 secretora, que promueve la liberación del ácido araquidónico, sustrato 
para la biosíntesis de eicosanoides proinflamatorios. 
 En estudios in vivo, en ratones, se ha indicado una reducción de la 
inflamación pulmonar por inyección intraperitoneal de β-sitosterol 
(Bouic, 2001). El consumo oral o aplicación tópica de una mezcla de EV 
también demuestra una disminución o incluso inhibición de edemas 
(Navarro et al., 2001). Valerio et al. (2011) realizan un estudio en un 
modelo animal de esclerosis múltiple (ratones), obteniendo que el 
tratamiento con EV disminuye la incidencia de la enfermedad por la 
reducción de la presencia y actividad inflamatoria de los macrófagos en 
el cerebro de los animales. Sin embargo, los resultados de otros estudios 
sobre el efecto del β-sitosterol en la prevención o reducción de la 
inflamación son contradictorios (Calpe-Berdiel et al., 2007). 
 En humanos, los datos sobre los efectos del consumo de alimentos 
enriquecidos con EV en los marcadores inflamatorios son escasos y 
contradictorios (Trautwein y Demonty, 2007). La ingesta, durante 8 
semanas, de un zumo de naranja con EV (2 g/día), muestra una reducción 
significativa (12%) en las concentraciones de CRP (Devaraj et al., 2006). 
Otros investigadores han analizado el impacto de los EV junto a otros 
componentes. Es conocido que la suplementación con ácidos grasos 
omega-3 se asocia con un efecto hipotrigliceridémico, anti-agregante y 
antinflamatorio (Rudkowska, 2010). En esta línea, se ha estudiado la 
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combinación de AG omega-3 y EV sobre los marcadores inflamatorios, 
obtienendo una reducción de CRP (39%), TNFα  (10%) e IL-6 (11%), el 
riesgo general de las enfermedades cardiovasculares se reduce en un 23% 
con la combinación de AG omega-3 y EV en comparación con el placebo 
o ambos tipos de compuestos por separado (Micallef y Garg, 2009).  
 Sin embargo, en otros estudios no se observa una acción 
antiinflamatoria de los EV. En hombres hipercolesterolémicos sanos que 
consumen margarina enriquecida con EV (2 g/día) no se muestran 
cambios en los niveles de CRP (Houweling et al., 2009). En pacientes 
bajo tratamiento con estatinas que consumen, a largo plazo, margarinas 
enriquecidas con EV (2,5 g/día), no se ven afectados sus marcadores de 
estado antioxidante, estrés oxidativo, disfunción endotelial o inflamación 
(De Jong et al., 2008). 
 Por otro lado, existen resultados contradictorios con respecto a los 
efectos proinflamatorios de β-sitosterol y campesterol. Además de los 
macrófagos, existen evidencias de la implicación de los linfocitos T en el 
proceso inmuno-inflamatorio de la aterosclerosis (Gylling et al., 2014). 
Los EV ejercen propiedades inmunomoduladoras, por la respuesta de la 
célula T “helper” 1 (Th1), debido un aumento de la producción de las 
citoquinas Th1, γ-interferón e IL-2 (Brüll et al., 2010). La EAS, concluye 
en este aspecto que, no se debe excluir la posibilidad de acumulación de 
EV en las células vasculares como consecuencia de un aumento en la 
concentraciones circulantes al incrementar su consumo (Gylling et al., 
2014). 
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1.4  Fuentes de enriquecimiento en esteroles vegetales 
 
 
1.4.1 Obtención industrial 
 Como se ha comentado en el punto 1.2, los EV se encuentran de 
forma natural en la dieta. En la población española,  la ingesta media 
diaria es de 276-375 mg de EV/día, cantidad similar a la determinada en 
estudios de otros países (salvo algunas diferencias sobre todo debidas al 
consumo de aceite de oliva y pan integral) (Jiménez-Escrig et al., 2006). 
Con el fin de aumentar esta ingesta y poder reducir los niveles de LDL-
col, se ha procedido al enriquecimiento en EV de diversos alimentos.  
 Las principales fuentes de EV para el enriquecimiento de alimentos 
y como suplementos dietéticos son los aceites vegetales y el destilado de 
“tall oil”. Dado que los EV sólo están presentes en bajas concentraciones 
en las células vegetales y sus membranas, éstos han de ser extraídos 
utilizando diferentes técnicas. 
 Los principales aceites vegetales fuentes de EV son el de soja, 
maíz, girasol, colza y germen de trigo (Kamal-Edin y Moazzami, 2009). 
 Los aceites vegetales crudos deben ser procesados con el fin de 
eliminar impurezas, tales como material proteico, fosfátidos, compuestos 
volátiles olorosos, ceras, AG libres, pigmentos, productos de oxidación, 
jabones y trazas de metales. Dicho refinado puede ser químico 
incluyendo: desgomado con agua, neutralización alcalina, blanqueo con 
arcilla ácida y desodorización por vacío. O puede ser un refinado físico 
que incluye: desgomado con agua, blanqueo con arcilla ácida y refinado 
con vapor (Fernandes y Cabral, 2007). 
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 Los EV, tocoferoles y otros compuestos insaponificables se pierden 
progresivamente durante el refinado, sobre todo durante la etapa de 
desodorización, de tal modo que, pueden ser recuperados de los 
subproductos del destilado (Kamal-Edin y Moazzami, 2009). Con el 
tiempo, se han ido desarrollando distintos métodos de purificación y 
separación de los EV de este subproducto del refinado de aceites. Como 
la extracción con disolventes, mediante tratamientos químicos o por 
destilación molecular (técnica de destilación más rápida que permite la 
extracción de grandes cantidades de EV). Sin embargo, estas técnicas, 
son de bajo rendimiento (García-Llatas y Rodríguez-Estrada, 2011). 
 El método más viable para la extracción de EV es el tratamiento de 
los aceites vegetales con vapor, a vacío, obteniéndose un subproducto 
conocido como "destilado desodorizado". Este subproducto contiene 
entre 10-30% de fracción insaponificable, de la cual el 40% son EV. El 
proceso consta de tres etapas: hidrólisis o transesterificación para romper 
el enlace éster entre los EV y los AG y así obtener EV libres; 
esterificación de éstos con un alcohol, normalmente metanol, ya que los 
metil-ésteres son más volátiles; y, finalmente, recuperación de los EV en 
mayor concentración. Esta última etapa se puede producir de tres formas 
distintas: a) extracción física (por cristalización de los EV), b) extracción 
química (mediante disolventes orgánicos) y c) extracción físico-química 
(mediante la formación de aductos) (Rozner y Garti, 2006). 
Otra fuente importante de EV es el aceite de resina (“tall oil”). El 
“tall oil” es un subproducto de la industria de la pulpa de madera, 
obtenido a partir de maderas blandas, principalmente del género Pinus. 
El “tall oil” normalmente se recupera en el proceso del “papel kraft” 
(papel de estraza), proceso que se diferencia de la producción de otros 
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papeles por la adición de sulfitos ácidos, que generan una mayor 
degradación de la celulosa.  
 En la fabricación de la pasta de madera, en un digestor de vapor, 
las virutas de madera se mezclan con sulfuro e hidróxido de sodio, para 
disolver la mayor parte de la lignina y parte de las hemicelulosas. La 
mezcla alcalina se saponifica, convirtiendo las grasas y resinas ácidas en 
sus sales de sodio, dando lugar a una pasta y una mezcla química llamada 
“licor negro” (“black liquor”). La pasta obtenida se concentra obteniendo 
el “tall oil soap” (jabón de aceite de resina), compuesto por las sales de 
sodio de los AG y ácidos resínicos (jabones, “soap”) e insaponificables 
(alcoholes grasos, ésteres de AG, esteroles libres y esterificados) 
(Fernandes y Cabral, 2007). Al “tall oil soap” se le adiciona un ácido 
mineral, ácido sulfúrico generalmente, para obtener una fase acuosa y 
una fase grasa. La fase grasa obtenida es el “crude tall oil” (aceite de 
resina crudo) que contiene AG libres, ácidos resínicos y compuestos 
insaponificables. Los distintos componentes del “crude tall oil” son 
separados mediante una destilación fraccionada en la que se utilizan 
elevadas temperaturas (próximas a los 300 ºC) y se generan dos fases: 
“depitch tall oil”, parte más ligera que contiene mayoritariamente AG y 
ácidos resínicos y  “pitch tall oil” que contiene la mayor parte del 
insaponificable, teniendo en cuenta que las elevadas temperaturas 
degradan gran parte de los EV (Fernandes y Cabral, 2007). 
 En todo este proceso los EV se recuperan del “tall oil soap”, “crude 
tall oil” y “pitch tall oil”, mediante distintos procesos y patentes 
existentes (Fernandes y Cabral, 2007). 
 Los procesos para el aislamiento de EV a partir del “tall oil” son, 
generalmente, similares a los aplicados en aceites vegetales, aunque a 
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veces se aplica una etapa de formación de complejos de esteroles con 
cloruro de calcio (Kamal-Edin y Moazzami, 2009). De forma general, el 
proceso incluye refinado, purificación y, finalmente, se esterifican con 
AG  (García-Llatas y Rodríguez-Estrada, 2011). 
 En este contexto, en esta tesis doctoral, se han evaluado ocho 
ingredientes fuente de EV. Este estudio ha permitido la selección de los 
ingredientes más idóneos a utilizar en el enriquecimiento de las bebidas 
objeto de estudio. Los resultados han dado lugar a la publicación: 
- - -
, R., & Lagarda, M.J. (2011). Stability of plant sterols in 
ingredients used in functional foods. Journal of Agricultural and Food 
Chemistry, 59, 3624–3631 y 13365–13365. 
 Hasta el momento de la realización de este trabajo, no había sido 
publicado ningún estudio donde se compararan y analizaran distintos 
ingredientes fuente  de EV utilizados en el enriquecimiento de alimentos. 
El interés del trabajo se centra en disponer de información acerca de la 
composición en EV en los ingredientes actualmente disponibles en el 
mercado para el enriquecimiento de alimentos, así como la presencia de 
POPs en los mismos. Estos aspectos son relevantes para la industria y 
seguridad alimentaria. 
1.4.2 Adición a alimentos 
 En general, los alimentos grasos han constituido el principal 
vehículo de adición de EV, dado que los EV esterificados con AG se 
solubilizan fácilmente en estos alimentos. Los primeros alimentos que se 
desarrollaron con adición de EV fueron de alto contenido lipídico, como 
margarinas, mayonesa y aderezos para ensaladas (Kamal-Edin y 
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Moazzami, 2009). En Europa el primer alimento comercializado 
enriquecido con EV fue una margarina (Benecol, Raisio) en Finlandia en 
1995 (Moreau et al., 2002). A partir de este momento, empieza a darse un 
interés creciente por la comercialización de productos alimenticios con 
EV. 
 Este tipo de alimentos grasos son contrarios a las recomendaciones 
dietéticas actuales orientadas a un menor consumo de grasas, por ello se 
han propuesto otras matrices con menor contenido lipídico, por ejemplo, 
leches fermentadas, bebidas a base de zumo de frutas o arroz, como 
alimentos con mejor perfil nutricional. 
 Por esta razón, se han creado nuevas técnicas para incorporar EV 
esterificados a alimentos tanto ricos como bajos en lípidos, como son el 
pan, cereales, leche o yogur, que han resultado ser tan efectivos para 
disminuir el colesterol sérico como cuando se incorporan a margarinas. 
También se ha desarrollado la incorporación de EV no esterificados a 
alimentos bajos en grasa, por ejemplo zumos y yogures, donde deben 
estar adecuadamente solubilizados, ya sea a partir de polvo fino, en 
formas emulsionadas o microencapsuladas (Kamal-Edin y Moazzami, 
2009). 
 Por otro lado, la incorporación de EV a alimentos resulta difícil 
debido a su alto punto de fusión, lo cual hace que  tiendan a formar 
cristales insolubles. A continuación, se enumeran distintas formas de 
incorporación de EV a los alimentos: 
 Adición a alimentos de alto contenido en grasa. Mediante la 
esterificación de los EV con AG poliinsaturados, que aumentan la 
solubilidad de los esteroles. Las lipasas hidrolizan el AG para liberar 
los EV. 
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 Adición a alimentos de base acuosa. Mediante la formación de una 
emulsión aceite-en-agua, donde la fase dispersa está constituida por 
la fracción lipídica con los EV y la fase continua es la fracción acuosa 
del alimento. Estas emulsiones, al ser termodinámicamente 
desfavorables, requieren de la adición de emulgentes que eviten la 
agregación de la fase dispersa. La elección del o de los emulgentes 
más adecuados, es uno de los factores más importantes que 
determinan la vida útil del alimento (McClements et al., 2007). 
 Los materiales cristalinos (EV) son a menudo difíciles de 
incorporar en los productos líquidos, debido a su tendencia a agregarse y 
sedimentar, lo que provoca problemas en la propia estabilidad de la 
emulsión, en la dosificación de los EV en el producto (alimento), así 
como la absorción de los componentes bioactivos hidrófobos (EV) en el 
tracto gastrointestinal (McClements, 2012). Tanto para estos casos, como 
para proteger a los EV de la degradación durante la producción y 
almacenamiento del producto, se han desarrollado los sistemas de adición 
“delivery systems” coloidales, consistentes en pequeñas partículas 
dispersas dentro de un líquido portador, estando el componente activo 
(EV) encapsulado en dichas partículas (McClements, 2012). 
 Formación de encapsulados 
 Un componente bioactivo hidrófobo cristalino (EV) puede 
constituir la totalidad de la fase lipídica o puede dispersarse en un 
portador lípidico antes de la formación de la emulsión. De tal modo que 
los EV pueden (figura nº 5): 
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 No formar cristales, se utilizan por debajo de su concentración de 
saturación, para ello deben ir encapsulados con un lípido portador 
líquido (compuesto bioactivo disuelto (a)).
 Formar cristales, su concentración es superior a la de saturación 
((b), (c), (d), (e)),  en este caso es importante asegurarse de que 
toda la fase lipídica (componente bioactivo + lípidos portadores) 
permanece en estado líquido durante todo el proceso de 
homogeneización. Para ello, la fase lipídica se calienta para fundir 
cualquier material cristalino antes de homogeneizar, para después 
de esta quedar en forma cristalina.
Figura nº 5: Sistemas de adición que contienen componentes bioactivos cristalinos. C: 
concentración, Cs: concentración de saturación (adaptado de McClements, 2012).
Por otra parte, las diferentes formas de encapsulación de 
componentes bioactivos cristalinos se clasifican en (figura nº 5):
 El portador lipídico que rodea a los EV dentro de la partícula 
coloidal es líquido. Si se utilizan concentraciones inferiores a la 
de saturación del componente, este queda disuelto (a) si es 
superior quedará en cristales (b).
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 Portador lipídico puede ser total o parcialmente cristalino (como 
en vehículos lipídicos nanoestructurados (c) o nanopartículas 
lipídicas sólidas (d)). 
 El componente bioactivo puede ser totalmente dispersado en la 
fase continua acuosa en forma de cristales (suspensiones de 
nanocristales (e)). 
 En cualquier caso, es importante asegurar que el sistema de adición 
se mantiene estable a lo largo de su vida útil, así como que cualquier 
componente bioactivo encapsulado dentro de un sistema de adición 
“delivery system” se libera realmente dentro del tracto gastrointestinal 
(McClements, 2012). 
 Existen un número considerable de patentes de las diferentes 
formas de adición de los EV, Kamal-Edin y Moazzami (2009) presentan 
un compendio de los mismos muy interesante hasta 2008. En el Anexo nº 
I se presenta una recopilación de patentes relacionadas con la 
incorporación de EV a alimentos hasta 2013.  
 
1.5  Legislación 
 El primer Reglamento que regula la comercialización de alimentos 
enriquecidos en EV es la legislación europea de “nuevos alimentos” 
(Reglamento 1997/258/CE del Parlamento Europeo y del Consejo). Este 
reglamento afecta a alimentos e ingredientes tales como: a) alimentos 
transgénicos, b) alimentos e ingredientes que poseen una estructura 
molecular nueva, c) alimentos procedentes de microorganismos, hongos 
y algas, d) procedentes de animales y plantas en cuya reproducción se 
empleen métodos no tradicionales y e) los obtenidos con nuevos procesos 
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de producción, que impliquen cambios significativos en la composición o 
estructura de los alimentos o ingredientes que afecten su valor 
nutricional, metabolismo o las concentraciones de sustancias no 
deseables. Atendiendo a ello, todos aquellos alimentos enriquecidos en 
EV y los propios ingredientes que los contienen, se encuentran incluidos 
como “nuevos alimentos”. 
 Por otro lado, para poder comercializar un nuevo alimento o 
ingrediente alimentario se debe cumplir: a) no debe suponer ningún 
riesgo para el consumidor, b)  no debe inducir a error al consumidor y c) 
no debe diferir de otros alimentos o ingredientes alimentarios a los que 
vaya a sustituir a fin de que su consumo normal no implique desventajas 
para el consumidor desde el punto de vista de la nutrición.  
1.5.1.  Comercialización de alimentos con adición de EV  
Hasta la fecha, se han ido publicando distintas Decisiones Europeas en 
las que se autoriza el enriquecimiento en EV en distintos alimentos, en el 
contexto de los “nuevos alimentos” (Reglamento 1997/258/CE).  En el 
cuadro nº 4 se presenta un compendio de dichas Decisiones. Por otra 
parte, a través de un procedimiento simplificado, distintas compañías 
notifican a la Comisión Europea su intención de comercializar alimentos 
de carácter similar a los productos ya aprobados en la Unión Europea. En 
el procedimiento de notificación, sólo se requiere de una autoridad 
nacional competente en alimentos para considerar su producto 
sustancialmente equivalente a los productos ya aprobados. Los alimentos 
enriquecidos en EV que han sido aprobados para su comercialización en 
la Unión Europea pueden consultarse en la página web: 
http://ec.europa.eu/food/food/biotechnology/novelfood/index_en.htm  
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 Los jugos y néctares de frutas enriquecidos con EV están a la 
espera de aprobación, ya que cuentan con el beneplácito de la EFSA 
(autoridad europea en seguridad alimentaria)  desde 2007 (EFSA 2007 
Statement). 
 En todas las Decisiones excepto en la primera (2000/500/CE) se 
establecen los porcentajes relativos de  EV determinados por GC(FID) o 
método equivalente: < 80% β-sitosterol; < 15% β-sitostanol;  < 40% 
campesterol; < 5% campestanol; < 30% estigmasterol; < 3% 
brassicasterol y < 3% otros esteroles y estanoles. Así mismo se limita el 
conteniendo máximo a 3 g de EV por día. Sin embargo, en la Decisión 
2000/500/CE, se establece un contenido máximo del 8% (p/p) de 
fitoesterol, equivalente al 14% (p/p) de ésteres de fitoesterol, estando 
establecida la composición de los fitoesteroles como: Campesterol 10-
40%; estigmasterol 6-30%; β-sitosterol 30-65% y otros 0%-5%.  
 El aumento de la ingesta de EV repercute en la absorción de 
algunas vitaminas liposolubles. El Comité Científico de la Alimentación 
Humana (SCF) en el año 2000 determinó que la ingesta de 20 g al día de 
productos que contienen un 8% de fitoesteroles libres durante un año 
reducen la concentración de β-caroteno sanguíneo en un 20% (SCF, 
2000). Así pues, se establecen unos requisitos específicos adicionales en 
materia de etiquetado, de tal modo que debe figurar: el contenido de EV, 
que se indique que el producto está destinado a las personas que desean 
bajar sus niveles séricos de colesterol, y que las personas que presenten 
tratamiento farmacológico sólo deben consumir el producto bajo control 
médico. Por otra parte, se debe indicar que el producto puede no ser 
nutritivamente apropiado para ciertos grupos de población y debe 
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consumirse como parte de una dieta rica en frutas y vegetales, para 
aportar β-caroteno (Decisión 2000/500/CE). 
 En 2002, el SCF publica una opinión general sobre el consumo de 
EV a largo plazo y su efecto sobre el β-caroteno. Se indica que no existen 
pruebas de que consumos superiores a 1-3 g de EV/día supongan 
beneficios adicionales en la reducción del colesterol. Por otra parte, 
también se indica que los EV interfieren en la absorción de β-caroteno, 
así como en menor medida en otras vitaminas liposolubles, como la 
vitamina E. Se determina que los efectos observados y los posibles 
mecanismos implicados tienen que ser considerados para una evaluación 
adecuada de los riesgos asociados con el consumo de productos 
enriquecidos en EV, sobre todo en una perspectiva a largo plazo. Aun así, 
en general, se acepta que la ingesta de 10 mg/día de β-caroteno, a partir 
de frutas y verduras ricas en carotenoides, produce un aumento 
significativo de la concentración sanguínea de β-caroteno. De modo que 
el SCF recomienda el uso de las fuentes naturales de β-caroteno y otros 
nutrientes liposolubles para compensar la reducción en sangre de los 
mismos, causados por el consumo a largo plazo de alimentos 
enriquecidos en EV. Por último, se establece la no idoneidad del 
consumo de estos productos en el embarazo, lactancia o infancia, por ser 
superiores en estas etapas las necesidades de vitamina A (SCF, 2002). 
 A raíz de la opinión del SCF, se adoptan medidas para la 
regularización del etiquetado de alimentos e ingredientes alimentarios 
enriquecidos en EV (Reglamento 2004/608/CE):  
 
 La composición y el etiquetado de los productos deberán ser tales 
que los usuarios puedan restringir fácilmente su consumo a un 
máximo de 3 g/día de fitoesteroles o fitoestanoles, o bien con una 
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porción de 3 g como máximo o bien con tres porciones de 1 g como 
máximo. 
 En el mismo campo de visión que el nombre con el que se 
comercializa el producto, aparecerán, en un formato que facilite su 
visión y lectura, las palabras: «con esteroles/estanoles vegetales 
añadidos». 
 En la lista de ingredientes se indicará el contenido de fitoesteroles, 
ésteres de fitoesterol, fitoestanoles y ésteres de fitoestanol añadidos 
(expresado en porcentaje o en g de esteroles o estanoles vegetales 
libres por 100 g o 100 ml de alimento). 
 
1.5.2.   Declaraciones saludables 
 El Reglamento 2006/1924/CE relativo a las declaraciones 
nutricionales y de propiedades saludables en los alimentos define los 
siguientes tipos de declaraciones: 
 Declaraciones nutricionales (“nutritional claims”): da a entender 
que un alimento posee propiedades nutricionales beneficiosas 
específicas con motivo del aporte energético o los nutrientes u otras 
sustancias. 
 Declaraciones de propiedades saludables (“health claims”): da a 
entender que existe una relación entre una categoría de alimentos, 
un alimento o uno de sus constituyentes y la salud. 
 Declaración de reducción del riesgo de enfermedad (“reduction of 
disease risk claim”): da a entender que el consumo del alimento o 
uno de sus constituyentes reduce significativamente el factor de 
riesgo de aparición de una enfermedad humana. 
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 Dichas declaraciones se pueden utilizar en el etiquetado, la 
presentación y la publicidad de alimentos comercializados, los cuales 
deben poseer un efecto nutricional o fisiológico beneficioso, establecido 
mediante pruebas científicas aceptadas. Además, estos alimentos deben 
contar con una cantidad significativa que produzca el efecto nutricional o 
fisiológico declarado, en la cantidad del producto que cabe 
razonablemente esperar que sea consumido; se debe hallar en una forma 
asimilable por el organismo y el consumidor medio debe poder 
comprender los efectos beneficiosos tal y como se expresan en la 
declaración. Finalmente, cumpliendo estos requisitos han de ser 
favorablemente evaluados por la EFSA. (Reglamento 2006/1924/CE). En 
el cuadro nº 5 se resumen las distintas declaraciones de propiedades 
saludables que se han autorizado en alimentos adicionados de EV. 
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Cuadro nº 5. Declaraciones permitidas de propiedades saludables 
relativas a los esteroles vegetales. 
Nutriente Declaración Condiciones de uso Reglamento 
Fitoesteroles: 
esteroles extraídos 
de plantas, libres o 
esterificados con 
ácidos grasos para 
uso alimentario 
Se ha demostrado que los 
fitoesteroles 
disminuyen/reducen la 
colesterolemia. Una tasa 
elevada de colesterol 
constituye un factor de 
riesgo en el desarrollo de 
cardiopatías coronarias 
Información al 
consumidor de que el 
efecto beneficioso se 
obtiene con una ingesta 
diaria mínima de 2 
gramos de fitoesteroles 
 
2009/983/CE 
Ésteres de 
fitoestanol 
Se ha demostrado que los 
ésteres de fitoestanol 
disminuyen/reducen la 
colesterolemia. Una tasa 
elevada de colesterol 
constituye un factor de 
riesgo en el desarrollo de 
cardiopatías coronarias 
Información al 
consumidor de que el 
efecto beneficioso se 
obtiene con una ingesta 
diaria mínima de 2 
gramos de fitoestanoles 
2009/983/CE 
Fitoesteroles y 
fitoestanoles 
Los fitoesteroles y los 
fitoestanoles contribuyen a 
mantener niveles normales 
de colesterol sanguíneo 
Información al 
consumidor de que el 
efecto beneficioso se 
obtiene con una ingesta 
diaria mínima de 0,8 g 
de fitoesteroles o 
fitoestanoles 
2012/432/CE 
CE: Comisión Europea.  
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2. ÓXIDOS DE ESTEROLES VEGETALES 
 
2.1.   Estabilidad de los esteroles vegetales en alimentos 
 Con la adición de EV a los alimentos a concentraciones superiores 
a las aportadas por la dieta, se plantea el problema de su estabilidad, tanto 
durante el procesado como en el almacenamiento de los alimentos. La 
oxidación de los EV suele darse en el C7, en otras posiciones del anillo 
esteroideo o en la cadena lateral, dando lugar a la formación de productos 
de oxidación de esteroles (SOPs). En el caso de la oxidación del 
colesterol, los productos resultantes se denominan COPs, y cuando se 
oxidan los EV los productos resultantes se denominan POPs (Otaegui-
Arrazola et al., 2010). La formación de COPs ha sido ampliamente 
estudiada (Schroepfer, 2000; Lacker y Rodríguez-Estrada, 2002; 
Valenzuela et al., 2003; Otaegui-Arrazola et al., 2010). 
 Se han publicado diversas revisiones sobre la formación, 
contenidos en alimentos y efectos biológicos de los POPs (Dutta, 2002; 
Guardiola et al., 2004; Ryan et al., 2009; Hovenkamp et al., 2009; Brown 
y Jessup, 2009; Otaegui-Arrazola et al., 2010; García-Llatas y 
Rodríguez-Estrada, 2011; Vanmierlo et al., 2013; O’Callaghan et al., 
2014; Alemany et al., 2014). 
 En general, los oxisteroles se dividen en dos categorías: aquellos 
donde la oxidación se produce en el anillo, principalmente en la posición 
7 (por ejemplo, 7α/β-hidroperoxiesterol (7-OOH), 7-cetoesterol (7-ceto) 
y 7α/β-hidroxiesterol (7α/β-OH)) y la que tiene lugar en la cadena lateral 
(por ejemplo, 24-hidroxiesterol (24-OH), 25-hidroxiesterol (25-OH) y 
27-hidroxiesterol (27-OH)) (Brown y Jessup, 2009), en la figura nº 6 se 
presentan los POPs principales. 
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Figura nº 6: Estructuras de los principales productos de oxidación de los esteroles 
vegetales (adaptado de Otaegui-Arrazola et al., 2010).
La oxidación de los EV puede tener lugar por (Smith, 1987):
 mecanismos enzimáticos
 mecanismos no enzimáticos, que pueden inducirse por: 
calor y fotooxidación, aire, agua o metales pesados
Las vías no enzimáticas afectan principalmente al anillo de esterol 
mientras que las enzimáticas lo hacen en la cadena lateral. Sin embargo, 
hay algunas excepciones como 25-OH y 7α-OH que pueden ser 
generados por ambas vías (Otaegui-Arrazola at al., 2010).
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2.1.1 Oxidación enzimática 
 Se asume que la oxidación de los EV es similar a la del colesterol 
(Dutta, 2002). La oxidación enzimática en la cadena lateral del colesterol, 
genera 24, 25 y 27-hidroxiesterol y cada oxisterol se genera por enzimas 
diferentes (Russell, 2000). 
 El 27-OH se genera por la enzima P450 mitocodrial esterol 27-
hidroxilasa que cataliza la adición de un grupo hidroxilo en la cadena 
lateral del esterol. La enzima 27-hidroxilasa puede hallarse en diversos 
tejidos pero sobre todo en hígado. La 24-hidroxilasa es también una 
enzima P450 que está en el retículo endoplásmico con mayor expresión 
en las células neuronales del cerebro y la retina. La enzima 25-
hidroxilasa es una proteína que contiene hierro no hemo que se expresa 
en niveles muy bajos en la mayoría de los tejidos y da lugar asimismo a 
25-OH (Brown y Jessup, 2009). 
2.1.2 Oxidación no enzimática 
 
 Radicalaria por autoxidación  
 Los esteroles pueden ser oxidados por distintas ROS como ozono 
(O3), oxígeno singlete (
1O2), hidroperóxidos (H2O2), dioxígeno catiónico 
(O2
+) y radical hidroxilo (HO•). Siendo el mecanismo más común de 
autoxidación el del oxígeno triplete en su estado fundamental (3O2) 
(García-Llatas y Rodríguez-Estrada, 2011). Se pueden distinguir dos 
rutas principales, oxidación del C7 y epoxidación.  
 La primera (C7) implica la oxidación de dicho carbono por la 
abstracción del hidrógeno reactivo alilíco. Esta ruta incluye (ver figura 
nº 7): 1º) Después de la abstracción del radical H· en C7, reacciona con el 
oxigeno molecular, formándose 7-OOH. 2º) A partir de 7-OOH, por 
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descomposición, formación de los epímeros 7α/β-OH. 3º) A partir de 7-
OOH por deshidratación, formación de 7-ceto. 4º) A partir de 7α/β-OH 
por deshidrogenación, formación de 7-ceto.  
 
 Figura nº 7: Mecanismo radicalario de oxidación del β-sitosterol (adaptación 
 de Soupas et al., 2004a) 
 La ruta de epoxidación incluye la formación de (α/β) 5,6-
epoxiesteroles (α/β-epoxi) a partir la reacción entre los 7OOH y el esterol 
no oxidado (Chien et al., 1998). A partir de los epoxiesteroles, por 
hidratación en medio ácido, se generan los trioles (Smith, 1987) (ver 
figura nº 7). 
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 En un estudio de cálculo de entalpía de disociación de enlaces 
(BDE) se ha demostrado, que en la mayoría de los Δ5-esteroles el enlace 
con la BDE más baja corresponde al H del C7, lo que explica que este 
sea el mecanismo más común de autoxidación (Lengyel et al., 2012). 
 La autoxidación también puede darse en la estructura de la cadena 
lateral de la molécula esteroide, aunque en mucha menor medida. Los 
mecanismos de oxidación son los mismos que se dan en la oxidación del 
anillo, e incluyen la formación de hidroperóxidos que generan productos 
de oxidación secundarios. Los sitios más favorables para la formación de 
hidroperóxidos son C20, C24 y C25. (García-Llatas y Rodríguez-Estrada, 
2011). 
 No radicalaria por fotooxidación 
 Esta oxidación se produce por la formación de un oxígeno singlete 
(1O2) generado por la acción de la luz sobre moléculas fotosensibles (ej: 
clorofila, riboflavina). En el estado singlete, los dos electrones no 
apareados en los orbitales exteriores tienen espín opuesto, ello genera una 
gran repulsión electrostática y gran reactividad. El ataque electrofílico se 
da en el doble enlace de la molécula esteroide, generando un 
hidroperóxido primario 5α-hidroperóxido que se reordena a 7-OOH. A 
partir de este punto, la formación de los productos de oxidación 
secundaria son como en la autoxidación radicalaria (García-Llatas y 
Rodríguez-Estrada, 2011). Los productos de oxidación secundaria 
mayoritarios por radiación son 7α/β-OH y β-epoxi (Zhang et al., 2006). 
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2.2  Contenidos de POPs en alimentos 
 A diferencia de los alimentos de origen animal que contienen 
únicamente óxidos de colesterol,  en los alimentos de origen vegetal, la 
diversidad de productos de oxidación que pueden ser descritos es al 
menos 3 veces mayor, dado que se puede producir la oxidación de cada 
EV presente en la matriz (Dutta, 2002). Por lo general, los POPs en los 
alimentos se presentan como componentes traza en matrices complejas 
que interfieren en el análisis, todo esto unido a la escasez de patrones 
comerciales, hace complejo el análisis de POPs en alimentos. (Guardiola 
et al., 2004). En el cuadro nº 6 se presentan los contenidos de POPs en 
distintos alimentos, los EV de los que proceden, los tipos de POPs 
descritos, así como el porcentaje de oxidación de los EV. 
En este contexto, en esta tesis doctoral se han identificado y 
cuantificado los EV y los posibles POPs formados en bebidas a base de  
zumo de frutas con y sin leche con EV libres o esterificados de diferentes 
orígenes (“tall oil” y aceites vegetales). Este estudio ha permitido la 
selección del ingrediente más idóneo para su adición a las bebidas objeto 
de estudio. Los resultados obtenidos han dado lugar a la publicación: 
Alemany-Costa, L., González-Larena, M., García-Llatas, G., Alegría, A., 
Barberá, R., Sánchez-Siles, L.M., & Lagarda, M.J. (2012). Sterol 
stability in functional fruit beverages enriched with different plant sterol 
sources. Food Research International, 48, 265-270. Señalar que, como 
consta en la publicación, Alemany-Costa y González-Larena han 
contribuido con la misma participación como primeras autoras del 
trabajo. 
No constan estudios anteriores con el objetivo de identificar y 
cuantificar POPs en bebidas a base de zumo de frutas con o sin leche. 
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Este trabajo ha contribuido a aportar información sobre la idoneidad de 
dos fuentes distintas de EV utilizadas en el enriquecimiento con EV de 
este tipo de bebidas, lo que sin duda es de interés en el sector industrial. 
Por otra parte permite disponer del contenido en POPs por su posible 
repercusión biológica. 
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2.3.  POPs en alimentos. Factores de formación 
El contenido y la distribución de POPs en los alimentos depende de 
numerosos factores: contenido y tipo de EV en el alimento, temperatura y 
tiempo de calentamiento, así como el contenido en agua de la matriz lipídica, 
el tipo de procesado y tiempo de almacenamiento (Ryan et al., 2009). 
2.3.1. Efecto temperatura (Termo-oxidación) 
 Los tratamientos térmicos tienen un marcado efecto sobre el porcentaje 
de auto-oxidación lipídica. Las altas temperaturas producen mayores 
concentraciones de radicales libres, debido a la aceleración de las reacciones 
de propagación y su consiguiente descomposición en hidroperóxidos. Estos 
radicales libres promueven la iniciación y propagación de la auto-oxidación 
de lípidos (Soupas et al., 2004a). Soupas et al. (2004a) analizan el efecto de 
la  temperatura en la oxidación de estigmasterol y sitostanol en distintas 
matrices lipídicas, obteniendo un aumento del contenido total de sus óxidos 
durante el calentamiento a todas las temperaturas y matrices estudiadas.  
El grado de oxidación está directamente relacionado con la 
temperatura aplicada. Kemmo et al. (2005) en un estudio de termo-oxidación 
de un patrón de estigmasterol a dos temperaturas 100°C y 180°C, indican 
una oxidación más rápida a 180°C. En muestras alimentarias, también existe 
una relación directa entre la intensidad/tiempo del tratamiento térmico  y la 
formación de POPs; así, en aceites de girasol y oliva a 150 y 200°C y 
distintos tiempos, la oxidación siempre es mayor a más temperatura y tiempo 
de tratamiento en ambas matrices (Zhang et al., 2005). Un estudio similar 
hacen Soupas et al. (2007) con aceite de colza sometido a 160, 180 y 200 °C 
durante 10 o 5 min con los mismos resultados.  En aceite de colza calentado 
a 180 °C, la oxidación aumenta con el tiempo de tratamiento (Lampi et al., 
2002); lo mismo ocurre en aceites de cacahuete y oliva en el estudio de 
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Johnsson y Dutta (2006) y en aceite de oliva en D’Evoli et al. (2006).  En el 
caso de leche enriquecida en EV sometida a diferentes tratamientos térmicos 
(Menéndez-Carreño et al., 2008), el contenido en POPs siempre aumenta con 
respecto al control que no se ha calentado. Un ejemplo específico de 
oxidación se da en el tratamiento con microondas donde se indican niveles 
más altos de oxisteroles durante 1,5 minutos que durante dos minutos, lo que 
sugiere una degradación térmica de los POPs. Un caso similar ocurre en 
Johnsson y Dutta (2006) con el aceite de maíz (cuadro nº 6). 
Generalmente durante el calentamiento de aceites vegetales los 
mayores contenidos de POPs corresponden a 7α/β-OH, α/β-epoxi y 7-ceto 
derivados (Dutta, 1997; Lampi et al., 2002; Zhang et al., 2005; Rudzinska, 
2005; Johnsson y Dutta, 2006; Soupas et al., 2007) Los derivados trioles se 
indican solo en algunos estudios de aceites (Dutta,1997; Zhang et al., 2005; 
Johnsson y Dutta ,2006; Tabee et al., 2009) (cuadro nº 6).  Este hecho es 
esperable cuando la termo-oxidación se da en matrices lipídicas anhidras, 
donde los α/β-epoxi son más estables que en condiciones acuosas, ya que en 
estas se hidratan a compuestos trioles  (Lampi et al., 2002). 
Kemmo et al. (2005) en estudios modelo de termo-oxidación con 
patrones de estigmasterol, señalan diferencias en la formación de los 
hidroperóxidos (productos de oxidación primarios) según la temperatura 
aplicada. A 180 °C la formación de radicales libres en posición 7 es más 
favorable que en posición 25. El 7β-OOHestigmasterol es el producto 
principal seguido de 7α-OOHestigmasterol y 25-OOHestigmasterol. 
Mientras que a 100 °C, 25-OOH-estigmasterol es el producto principal 
seguido de 7β-OOHestigmasterol y 7αβ-OOHestigmasterol. Para los POPs 
también describen diferencias según la temperatura aplicada. A 100 °C el 
producto  de oxidación mayoritario es 7-cetoestigmasterol, seguido de 7β-
OHestigmasterol, 7α-OHestigmasterol y β-epoxiestigmasterol. A 180 °C el 
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producto  de oxidación mayoritario, inicialmente, es 7-cetoestigmasterol y, 
pasado un tiempo, pasa el 7β-OHestigmasterol a ser el mayoritario seguido 
de 7α-OHestigmasterol. Resultados similares señalan Kemmo et al. (2007) 
para 180 °C, aunque con mayor presencia de epóxidos; el producto de 
oxidación mayoritario, inicialmente, es el 7-cetoestigmasterol y pasado un 
tiempo β-epoxiestigmasterol pasa a ser el mayoritario seguido de 7β-
OHestigmasterol, α-epoxiestigmasterol y 7α-OHestigmasterol (Kemmo et 
al., 2007).  Posteriormente estos mismos autores (Kemmo et al., 2008) 
analizan la termo-oxidación de β-sitosterol, campesterol, estigmasterol y 
brassicasterol a 180 °C. Todos los óxidos aumentan, salvo β-epoxi, 7α-OH y 
7β-OH que, a partir de un tiempo, empiezan a disminuir. Al final del estudio 
los productos  de oxidación mayoritarios son: 7-ceto, seguido de 7β-OH, α-
epoxi y β-epoxi. 
Barriuso et al. (2012) han estudiado la formación y degradación de 
POPs a partir de β-sitosterol, campesterol y estigmasterol por calentamiento 
a 180 °C de 5-360 min. El contenido máximo de POPs se obtiene entre 5-10 
min de calentamiento y a partir de este tiempo empiezan a disminuir.  El 
POP mayoritario es el 7-ceto durante todo el proceso. Le siguen 7α-OH y 
7β-OH (inicialmente 7α-OH es mayoritario y posteriormente pasa a serlo 7β-
OH).  Los α/β-epoxi al inicio están en concentraciones inferiores a los 7α/β-
OH pero al final del estudio sus concentraciones son superiores (se destruyen 
más lentamente). Los trioles son los que se forman en menor cantidad.   
2.3.2. Estructura de los esteroles vegetales 
 Existen diferencias en cuanto a la estabilidad de los EV en su forma 
saturada o insaturada. Soupas et al. (2004a) en sistemas modelo, estudian la 
termo-oxidación de estigmasterol y sitostanol adicionados a distintas 
matrices lipídicas, indicando que la estructura saturada de los fitoestanoles 
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(sitostanol) es menos reactiva y por tanto más estable a la oxidación. 
Resultados similares señalan Soupas et al. (2005) entre sitostanol y el resto 
de fitoesteroles a estudio (β-sitosterol y campesterol). También en estudios 
modelo con alimentos, como leche desnatada adicionada de 
fitoesteroles/fitoestanoles,  calentada 2 s a 127 °C, se obtiene un 0,01% de 
oxidación de fitoestanoles (β-sitostanol), frente a 0,08-0,09% de fitoesteroles 
(β-sitosterol) (Soupas et al., 2006). Este comportamiento también se observa 
en patatas fritas en sartén (Soupas et al., 2007) donde la oxidación del 
sitostanol es del 0,1%, frente a la del β-sitosterol oxidado  5,1%.  
2.3.3. Esterificación 
El efecto de la esterificación en la oxidación de β-
sitosterol/campesterol ha sido estudiado por Soupas et al. (2005). A bajas 
temperaturas (≤ 100 ºC) y tiempos superiores a  24 h,  los EV libres se 
oxidan en menor proporción que los EV esterificados. A temperaturas de 180 
ºC la oxidación es muy similar, pero los EV libres se oxidan ligeramente 
menos que los EV esterificados. En un estudio con leche desnatada 
adicionada de fitoesteroles libres, o esterificados, llevado a cabo por Soupas 
et al. (2006), el calentamiento corto (127 °C, 2 s)  las diferencias son 
mínimas, pero la forma libre es más estable que la esterificada. 
Por lo general, las formas libres resultarían más estables que las 
esterificadas, aunque a temperaturas > 100 °C esta diferencia es mínima. 
2.3.4. Matriz 
La matriz en la que en la que están EV actúa como protección frente a 
la oxidación de los mismos; así Xu et al. (2009) demostraron que la 
oxidación de β-sitosterol se da en mucha mayor medida cuando se calientan 
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soluciones patrón, que si estos se hallan en una matriz lipídica, tanto saturada 
como insaturada. 
 Grado de saturación de la matriz
El grado de saturación de la matriz afecta a la oxidación de los 
fitoesteroles, y este efecto es dependiente de la temperatura (Soupas et al., 
2004a): A elevadas temperaturas (> 140 °C) los fitoesteroles son más 
estables en la matriz insaturada (aceite de colza) que en la saturada 
(tripalmitina) debido a que los AG insaturados se oxidan más fácilmente que 
los fitoesteroles protegiendo su oxidación. La matriz saturada por el 
contrario promovería la oxidación de los fitoesteroles. A temperaturas más 
bajas (< 140 °C), por el contrario, los fitoesteroles son más estables en 
matrices saturadas debido a que en la matriz insaturada los fitoesteroles 
reaccionarían más rápido que la matriz, haciendo que se oxiden más 
fácilmente (razón no del todo dilucidada). En el caso de fitoestanoles, son 
más estables en matrices saturadas, independientemente de la temperatura. 
Coincidiendo con estos datos, en un estudio posterior del mismo grupo, en 
fritura a temperatura de 160-180 °C la oxidación es mayor en la matriz más 
saturada (mantequilla) que en la insaturada (aceite de colza) (Soupas et al., 
2007). 
 Presencia de agua en la matriz
La presencia de agua en una matriz lipídica promueve la oxidación de 
los EV. En el proceso de fritura, el agua promueve hidrólisis de la grasa 
dando lugar a la liberación de ácidos grasos que facilitan la oxidación 
(Soupas et al., 2007). Lo mismo ocurre en el almacenamiento, donde la 
presencia de agua (emulsión) genera mayor oxidación, dado que los EV 
tienen un alto grado de actividad en superficie, lo que les permite migrar a la 
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interfase aceite-agua de las gotitas de la emulsión, teniendo así un elevado 
estrés oxidativo (Cercaci et al.,  2007). 
 Presencia de antioxidantes
La presencia de antioxidantes en la matriz lipídica protege de la 
oxidación a los EV, este hecho ha sido demostrado por diversos autores. La 
presencia de extractos de hojas de romero (Rosmarinus officinalis, L.) al 
10% en aceite de oliva reduce la oxidación del β-sitosterol cuando es 
calentado a 180 °C (ver cuadro nº 6) (D’Evoli et al., 2006). La presencia de 
antioxidantes en aceite de colza reduce su oxidación a 180 °C durante 4 h; en 
este estudio se analizan tres antioxidantes diferentes siendo su eficiencia: 
extracto de té verde (al 0,1%) > extracto de romero (al 0,02%) > BHT (al 
0,02%) (Kmiecik et al., 2009) (ver cuadro nº 6). Lo mismo ocurre en el 
tratamiento de patrón de β-sitosterol a 180 °C con antioxidantes, en este caso 
también los antioxidantes naturales a concentración de 200 ppm (α-tocoferol, 
quercetina y catequinas del té verde) resultan más eficientes que el BHT (Xu 
et al., 2009). Kmiecik et al. (2011) en disoluciones patrón de β-sitosterol y 
campesterol sometidos a oxidación mediante Oxidograph a 180 °C durante 4 
h en presencia de distintos antioxidantes naturales y sintéticos a 
concentraciones del 0,02%, salvo el té verde al 0,1%. Inducen una reducción 
de la formación de POPs tanto de β-sitosterol como de campesterol en 
comparación con el control sin antioxidante. La efectividad de los distintos 
antioxidantes son: tocoferoles sintéticos > extracto de té verde > tocoferoles 
naturales de aceite de colza > extracto de romero > compuestos fenólicos de 
aceite de colza > ácido sinápico > BHT. 
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2.3.5. Procesado y almacenamiento 
 Refinado de aceites
Como se ha indicado anteriormente (apartado 1.2), en el caso de 
aceites vegetales, el proceso de refinado supone una merma en contenidos de 
EV. La formación de POPs en el proceso de refinado de aceites, está 
directamente relacionada con la termo-oxidación. En la etapa de 
desodorización del proceso de refinado (convencional o físico) se emplean 
elevadas temperaturas (180-220 ºC y 240-250 ºC, respectivamente) (OMS y 
FAO, 1995), Lambelet et al. (2003) estudian el efecto sobre los POPs del 
proceso de desodorización a distintas temperaturas en aceite de colza (bajo 
en ácido erúcico) señalando mayor contenido de POPs a mayor temperatura 
aplicada (cuadro nº 6). A su vez, la separación de la fracción de esteroles 
del destilado obtenido, implica también un tratamiento a altas temperaturas 
(entre 150-240 ºC) (Sumner et al., 1995). Rudzinska et al. (2005)  estudian la 
formación de POPs en el refinado en aceites obteniendo un aumento del 
porcentaje de oxidación de 0,09% a 1,09-1,2% ó 0,39% tras el refinado en 
colza y maíz, respectivamente (cuadro nº 6). Estos autores concluyen que el 
contenido en POPs aumenta durante la producción industrial, incrementando 
en un 130% el contenido en POPs del aceite refinado vs el no refinado. 
 Almacenamiento del alimento ya procesado
Se ha estudiado el efecto del almacenamiento en el contenido de POPs 
de distintos alimentos. Nourooz-Zadeh y Appelqvist  (1992) estudian el 
efecto de almacenamiento entre 2 y 36 meses en harina de trigo, aumentado 
el contenido de 35,2 a 329 µg de oxisitosteroles/g grasa. En un estudio de 
almacenamiento durante 25 semanas a temperatura ambiente de patatas fritas 
en diferentes aceites vegetales, preparadas en condiciones industriales y 
envasadas al vacío (Dutta y Appelqvist, 1997), hallan un incremento del 
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contenido de POPs en todas ellas: fritura en aceite de palma, de 5,0 a 8,6 µg 
POPs/g grasa; fritura en aceite de girasol, de 45,8 a 47,1 µg POPs/g grasa y 
fritura en aceite de girasol alto oleico de 35,1 a 58,5 µg POPs/g grasa. Los 
autores concluyen que no hay un aumento considerable de POPs tras las 
condiciones aplicadas salvo en las patatas fritas en aceite de girasol alto 
oleico. Probablemente debido a que las patatas están envasadas al vacío. 
Botelho et al. (2014) estudian los POPs en chocolate negro no 
enriquecidos en EV, chocolate enriquecido y chocolate enriquecido con 
adición de antioxidantes α-tocoferol y ácido ascórbico (ambos al 0,0009%). 
Tras el almacenamiento a 30 °C durante 5 meses, en los tres casos se da un 
aumento bajo del contenido en POPs. El incremento del porcentaje de 
oxidación de EV es mayor en el chocolate no enriquecido (aumenta un 
1,22%) frente a los enriquecidos que es de 0,01%. Rudzinska et al. (2014) 
estudian el almacenamiento durante 6 semanas de margarina enriquecida en 
EV, obteniendo un aumento de POPs dependiente de la temperatura del 
almacenamiento. El porcentaje de oxidación inicial es de 0,32% y pasa a 
0,45% a 4 °C y 0,93% si se almacena a 20 °C.  
En el estudio de almacenamiento de papillas destinadas a la 
alimentación infantil listas para el consumo, llevado a cabo por García-
Llatas et al. (2008) almacenadas en tetra brick durante 9 meses a 25 °C no se 
incrementa el contenido de POPs, los autores concluyen que la principal 
fuente de POPs proviene del procesado más que del almacenamiento. 
 Efecto de la radiación
La radiación también es responsable de la oxidación de los EV.  Este 
hecho ha sido estudiado por Zhang et al. (2006) en distintos aceites vegetales 
sometidos a diversas radiaciones (cuadro nº 6). Los autores concluyen que 
la fotooxidación depende de la intensidad y/o tipo de radiación aplicada, así 
como del  tiempo de exposición. En aceites de girasol y colza sometidos a 
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radiación solar durante 30 días el porcentaje de oxidación de β-sitosterol es 
de 39% y 62%, respectivamente, y cuando son sometidos a radiación UV 
durante 63 h es de 14% y 28% respectivamente. Los aceites expuestos a 
impacto electrónico presentan una oxidación muy baja. Por otra parte, al 
igual que en los tratamientos térmicos drásticos, tratamientos intensos con 
radiación solar en aceites de soja y colza disminuyen los contenidos de 
POPs, por degradación de los mismos mediante una descomposición 
adicional al igual que en la ya observada para los hidroperóxidos de ácido 
graso. 
En este contexto, en esta tesis doctoral, se ha evaluado la evolución del 
contenido de EV en bebidas a base de leche, zumo de frutas y zumo de frutas 
con leche, enriquecidas con EV libres procedentes de “tall oil” durante su 
periodo de vida útil, 6 meses, a temperaturas de almacenamiento 4, 24 y 37 
ºC. Paralelamente se han estudiado el contenido en carotenoides y 
polifenoles, capacidad antioxidante total y color de las bebidas durante dicho 
almacenamiento. Los resultados obtenidos han dado lugar a la publicación: 
González-Larena, M., Cilla, A., García-Llatas, G., Barberá, R., & Lagarda, 
M.J. (2012). Plant sterols and antioxidant parameters in enriched 
beverages: storage stability. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 
60, 4725-4734. De la misma manera  se ha evaluado los contenidos en POPs 
y los resultados obtenidos han dado lugar a la publicación: lez-Larena, 
M., García-Llatas, G., Clemente, G., Barberá, R., Lagarda, M. J. Plant 
sterol oxides in functional beverages: in fluence of matrix and storage (en 
revisión en Food Chemistry). 
No tenemos conocimiento de estudios anteriores donde se haya 
evaluado la estabilidad de los EV, ni la formación de POPs, en bebidas a 
base de leche, zumo de frutas y zumo de frutas con leche. Este estudio ha 
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puesto de manifiesto que el contenido de EV se mantiene estable a lo largo 
de su periodo de vida útil asegurando, por lo tanto, su funcionalidad.  
A pesar de no haber sido detectada variación en el contenido de EV, al 
proceder a la identificación y cuantificación de POPs se observa un aumento 
de los mismos. Este hecho se considera de interés al haberse atribuido a los 
POPs posibles efectos adversos. 
Los resultados obtenidos en las dos últimas publicaciones, han 
permitido seleccionar como matriz más idónea para la adición de EV las 
bebidas que contienen zumo y leche.   
2.4. POPs en el organismo 
El primer estudio donde se indican POPs en el organismo humano es 
en un paciente con macroglobulinemia de Waldenstroms (Brooks et al., 
1983). Posteriormente, Plat et al. (2001) detectan altas concentraciones 
(40,3-47,3 mg/dl) de POPs en suero de pacientes sitosterolémicos. 
Grandgirard et al. (2004b); - o et al. (2008b) y Baumgartner
et al. (2013) identifican POPs en plasma de voluntarios sanos.  El origen de 
estos compuestos, presentes en plasma, puede deberse a: a) la absorción de 
una pequeña cantidad de POPs de los alimentos, b) transformación in vivo a 
partir de sus formas no oxidadas y c) según sugieren Tonello et al. (2006) 
podría deberse a la oxidación catalizada por radiaciones UV de EV, 
absorbidos vía cutánea de productos cosméticos (Ryan et al., 2009). 
2.4.1. Absorción 
En la actualidad, no existe una evidencia clara que asegure que un 
aumento de la ingesta de POPs genere un aumento en sus concentraciones en 
tejido o en circulación plasmática en el organismo humano. No obstante los 
resultados de estudios en animales sugieren que, de manera similar a los EV 
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no oxidados, hay un aumento en la concentración de POPs en plasma 
después de un aumento en la ingesta dietética (Hovenkamp et al., 2008). 
Grandgirard et al. (1999) evalúan la absorción linfática de óxidos de β-
sitosterol y campesterol administrado intragástricamente en ratas, obteniendo 
pequeñas cantidades de POPs recuperados en linfa. Ya que los óxidos de 
campesterol son mejor absorbidos que los de β-sitosterol, los autores 
concluyen que la longitud de la cadena de la molécula de esterol puede 
influir en su absorción. En general, los POPs se consideran poco 
biodisponibles, siendo absorbidos en muy baja proporción, similar a lo 
establecido para EV (2-5%) (Lütjohann et al, 1995; Grandgirard et al, 1999). 
Este último grupo desarrolla otro estudio, esta vez mediante alimentación 
oral de hámsteres con aceite de soja enriquecido con una mezcla de POPs a 
distintas concentraciones (Grandgirard et al., 2004c), observando que, a 
mayor cantidad de POPs suministrados, mayor es su concentración en 
plasma, aorta, hígado, riñones y corazón. Los óxidos descritos son 7α/β-OH 
(mayoritario), β-epoxi, trioles y 7-ceto. Como en el estudio anterior, señalan 
mayor cantidad de óxidos de campesterol que de β-sitosterol. En los 
hámsteres alimentados a menor concentración y los utilizados como control, 
solo se detectan trioles, debido a que serían los que más rápido se absorben y 
menos eficiente es su eliminación.  Tomoyori et al. (2004) observan 
resultados similares al evaluar la absorción linfática de óxidos de 
campesterol y β-sitosterol en ratas, obteniendo mayor cantidad  de óxidos de 
campesterol que de β-sitosterol, siendo mayoritarios los 7α/β-OH. Por otra 
parte, hallan mayores recuperaciones en linfa de las formas oxidadas que de 
los EV no oxidados. 
Hay que tener en cuenta que, mientras que el análisis a nivel linfático 
mesentérico puede dar una buena estimación de la absorción de POPs, los 
resultados de las concentraciones de POPs tisulares, en plasma o suero, 
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deben interpretarse con más cautela, ya que están afectados tanto por la 
absorción como por la excreción interna de POPs (Hovenkamp et al., 2008). 
Un estudio reciente (Alemany et al., 2013a) evalua la bioaccesibilidad 
de COPs y POPs (concentración máxima soluble en medio gastrointestinal 
simulado) en bebidas enriquecidas con EV. Estos autores evidencian una 
menor bioaccesibilidad de COPs en relación con la del colesterol (2,2 - 17% 
vs 53 - 99%), mientras que los valores de bioaccesibilidad para los POP son 
superiores a los de sus correspondientes EV (19,1 - 49,3% vs 2,2 - 6,5%). 
2.4.2. Formación in vivo 
Cabe esperar que los POPs se puedan formar también in vivo (como 
ocurre con los COPs), tanto por auto-oxidación de los EV, como por 
procesos enzimáticos donde intervienen enzimas del citocromo P450. La 
auto-oxidación endógena puede ser iniciada por ROS, peróxido de hidrógeno 
y el radical hidroxilo (Ryan et al., 2009). El primer estudio de formación in 
vivo fue llevado a cabo por Aringer y Eneroth (1973) quienes hallan 
derivados oxidados de β-sitosterol (principalmente 7α/β-OH, α/β-epoxi y 
triol) en hígado de rata. Grandgirard et al. (2004d) estudian la 
transformación in vivo de EV a sus óxidos con ratas alimentadas con 
elevadas concentraciones de EV obteniendo pequeñas concentraciones de 
distintos POPs en plasma, salvo de trioles, que en este caso, parece que no se 
produzcan in vivo. 
En cuanto a la formación enzimática de POPs, Aringer y Eneroth 
(1973) determinan que la enzima colesterol 7α-hidroxilasa no está implicada 
en la conversión de β-sitosterol en su derivado 7α-OH en hígado de rata. 
Mientras que en un estudio posterior Aringer et al. (1975) demuestran que se 
produce la hidroxilación de la cadena lateral de β-sitosterol y campesterol en 
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las mitocondrias del hígado de rata a 26 y 29-hidroxisitosterol y 26-
hidroxicampesterol. 
2.5.  Efectos biológicos 
La presencia de COPs está relacionada con la iniciación y progresión 
de enfermedades crónicas tales como, arterosclerosis, procesos 
neurodegenerativos, diabetes o fallo renal (Guardiola el al., 1996; Diczfalusy 
2004; Sottero et al., 2009; Otaegui-Arrazola, et al., 2010; Alemany et al., 
2014). Se ha señalado presencia de COPs en las placas de ateroma humanos, 
el suero y el líquido cefalorraquídeo, así como en varios órganos (cerebro, el 
corazón y el hígado) (Diczfalusy, 2004). La implicación de los POPs en la 
aterosclerosis, procesos neurodegenerativos y otras enfermedades crónicas 
no está clara. Sin embargo, los POPs se han relacionado con efectos 
citotóxicos y pro-apoptóticos. En la bibliografía, al respecto, se han 
publicado diversas revisiones (Hovenkamp et al., 2008; Ryan et al., 2009; 
Otaegui-Arrazola et al., 2010; García-Llatas y Rodríguez-Estrada, 2011; 
Vanmierlo et al., 2013; O’Callaghan et al., 2014; Alemany et al., 2014).  
2.5.1. Citotóxico 
La citotoxicidad de los POPs es similar a la descrita para los COPs 
pero con menor severidad, es decir, son necesarias mayores concentraciones 
de POPs para generar apoptosis celular. Meyer et al. (1998) comparan 
citotoxicidad de COPs y POPs (α/β-epoxi y triol derivado de β-sitosterol y 
estigmasterol) obteniendo un efecto similar pero del orden de 5 veces menos 
tóxico en el caso de los POPs. Adcox et al. (2001) exponen células de 
macrófago (C57BL/6) a COPs y POPs (de β-sitosterol y campesterol) a 
elevadas concentraciones (200 µg/ml) obteniendo efectos similares de 
toxicidad (disminución del crecimiento celular). Sin embargo estos efectos 
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son menos severos en los POPs. Del mismo modo, Maguire et al. (2003)  en 
células monocíticas humanas (U937) estudian la citotoxicidad de 7-
hidroxicolesterol (30 µM) y una mezcla de POPs de β-sitosterol a 
concentración de 120 µM, obteniendo efectos similares en ambos, reducción 
de la viabilidad celular y glutatión e inducción a la apoptosis, pero siendo los 
efectos de los COPs más severos ya que se requieren menores dosis de COPs 
para observar un efecto equivalente al causado por los POPs. Ryan et al. 
(2005) en un estudio similar pero comparando cada POP con su COP 
homologo y utilizando 3 líneas celulares diferentes, señalan apoptosis en 
células U937 y necrosis en Caco-2 y HepG2 (línea de hepatoma) a 
concentraciones entre 60-120 µM, siendo los 7β-OH y 7-ceto los más 
citotóxicos en las tres líneas celulares. En todas las líneas celulares, se ha 
corroborado que se requiere una mayor concentración de 7β-OH, triol, α/β-
epoxi y 7-cetositosterol para disminuir la viabilidad celular en un grado 
similar a los correspondientes COPs. 
Roussi et al. (2005) observan un efecto antiproliferativo/apoptótico de 
los óxidos 7β-hidroxicolesterol y 7β-hidroxisitosterol, en células de Caco-2 
siendo más sensibles a los COPs.  Sin embargo, los dos compuestos siguen 
diferentes vías de apoptosis celular, en el caso del 7β-hidroxisitosterol, se 
induce una ruta caspasa-dependiente, mientras que en el caso del 7β-
hidroxicolesterol el proceso podría implicar también factores independientes 
a las caspasas. Posteriormente, en el mismo grupo de investigación se 
comparan los efectos de los mismos COPs y POPs del estudio anterior, sobre 
la integridad lisosomal y el potencial de membrana mitocondrial. Indican 
diferencias en cuanto a la dependencia de las caspasa y en ambos casos, se 
produce una pérdida del potencial de membrana mitocondrial y se modifica 
la integridad de la membrana lisosomal (Roussi et al., 2007).  
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Koschutnig et al. (2009) estudian la viabilidad celular, producción de 
ROS y ruptura de DNA, de diversos óxidos de β-sitosterol en células 
HepG2. En todos los casos, la viabilidad celular se reduce significativamente 
de acuerdo a la concentración de POP aplicada (30, 60 y 120 µM), y todos 
los POPs estudiados aumentan la producción de ROS. El 7-ceto y 7α-
hidroxisitosterol son internalizados en las células en mayor cantidad que 7β-
hidroxisitosterol, siendo los dos primeros los POPs más severos. Los autores 
concluyen que el efecto citotóxico de los POPs se debe más a su 
internalización celular, que al estrés oxidativo generado.  
Por otra parte O’Callaghan et al. (2010) observan una inducción a la 
apoptosis del 7β-OH y epoxidiol, mediante un mecanismo caspasa-
dependiente, a concentraciones relativamente bajas (30 µM) en células 
U937. Posteriormente este mismo grupo evalúan el efecto citotóxico de 
óxidos de campesterol y brassicasterol (α-epoxi, β-epoxi, 7-ceto, 7β-OH o 
triol) (30-120 μM) en cultivos celulares U937 y HepG2, indicando que los 
monocitos son más sensibles a los óxidos de campesterol que de 
brassicasterol, siendo el triol, el 7β-OH y el 7-ceto los que tienen un efecto 
más marcado sobre la viabilidad celular y solamente inducen apoptosis 7β-
OH y 7-cetocampesterol. En cambio, en las células HepG2 la diferencia 
entre la citotoxicidad de los POPs procedentes de campesterol o 
brassicasterol es menos marcada (O’Callaghan et al., 2012). Vejux et al. 
(2012) en U937, determinan que 7-cetositosterol (20 µg/ml) no induce 
muerte celular mientras que 7β-hidroxisitosterol sí lo hace levemente a la 
misma concentración. Y Alemany et al. (2012) señalan que el 7-
cetoestigmasterol (120 μM) no induce efecto citotóxico en células Caco-2, y 
además inhibe la citotoxicidad de 7-cetocolesterol cuando ambos están 
presentes. Este hecho ha sido también indicado por Koschutnig et al. (2009) 
y Ryan et al. (2005) en diversas líneas celulares. 
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2.5.2. Aterogénico 
La ateroesclerosis es un proceso inflamatorio crónico en la pared de las 
arterias que ocurre en respuesta a una agresión sobre el endotelio, está 
principalmente causado por la hipercolesterolemia y la inflamación. Cuando 
las concentraciones de las lipoproteínas de baja densidad (LDL) son altas, el 
LDL-col se deposita dentro de las placas de ateroma (capa íntima arterial). 
Las células de la pared arterial interpretan este depósito como una invasión y 
provocan que el sistema inmune desate el proceso inflamatorio. 
La relación entre desarrollo de arterioesclerosis y SOPs se ha descrito 
en el caso de COPs pero, no se ha indicado hasta la fecha, que los POPs 
promuevan este efecto in vivo. Tomoyori et al. (2004) en ratones deficientes 
de apoenzima E alimentados durante 9 semanas con una dieta enriquecida 
con POPs (0,2 g/kg), señalan que el tamaño de las lesiones ateroscleróticas 
no aumenta (estos ratones desarrollan hipercolesterolemia y lesiones 
arterioscleróticas a temprana edad, siempre, y actúan como modelo para la 
hipercolesterolemia severa humana). Plat et al. (2014) tras un consumo 
durante 35 semanas de una dieta enriquecida en POPs no hallan un 
incremento en el tamaño de la lesión, pero la proporción de lesiones 
ateroscleróticas severas se incrementa en ratones LDLR +/- (ratones 
deficientes de receptores de LDL-col, actuando estos como  modelo para la 
hipercolesterolemia leve humana). Por otra parte Yang et al. (2013) con 
mezcla de POPs de β-sitosterol obtienen atenuación de la vasorrelajación en 
aorta de rata aislada, siendo un marcador de la salud del endotelio vascular e 
indicando que los POPs pueden perjudicar la funcionalidad de la aorta. Estos 
hechos  sugieren  la posible aterogenicidad de los POPs (O’Callaghan et al., 
2014). 
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2.5.3. Pro-inflamatorio 
La inflamación se asocia con varias enfermedades crónicas, tales como 
obesidad, ateroesclerosis, dislipemia y Alzheimer. Los óxidos de esteroles 
muestran una mayor reactividad bioquímica que los esteroles no oxidados, y 
son capaces de atravesar fácilmente las membranas lipofílicas, 
contribuyendo a la patogénesis de enfermedades crónicas. Se ha demostrado 
que los COPs están relacionados con la modulación de la expresión y/o 
producción de diversos biomarcadores inflamatorios, tales como moléculas 
de adhesión (incluyendo molécula de adhesión intercelular-1 (ICAM-1), 
molécula de adhesión celular vascular-1 ((VCAM-1) y E-selectina) factores 
de crecimiento, citoquinas y quimiocinas (TNFα, IL-1b e IL-6; quimiocinas, 
tales como IL-8 interleuquina-8), proteína quimiotáctica de monocitos-1 
(MCP-1) y la proteína inflamatoria de monocitos (MIP)-1b) (Otaegui-
Arrazola et al., 2010; Alemany et al., 2014).   
Vejux et al. (2012)  evalúan el efecto pro-inflamatorio de 7β-
hidroxisitosterol y 7-cetositosterol en células monocíticas U937, al hallar 
únicamente una activación no significativa de mediadores pro-inflamatorios 
MCP-1 y IL-8, indican una ausencia de efecto pro-inflamatorio. 
Por otra parte, Alemany et al. (2013b), señalan un aumento en la 
producción de citoquinas pro-inflamatorias tales como TNFα y IL-8, y anti 
inflamatorias como IL-10 tras la incubación de células Caco-2 con 7-
cetoestigmansterol, siendo este efecto pro-inflamatorio mayor del producido 
por 7-cetocolesterol. Sin embargo, se necesitan más estudios en este sentido 
para elucidar los mecanismos por los  cuales los POPs pueden influir en 
estos biomarcadores y sus efectos potenciales a largo plazo (Alemany et al., 
2014). 
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2.5.4. Mutagénico 
Al contrario de lo que ocurre con los COPs, no se dispone de 
resultados concluyentes sobre genotoxicidad por parte de los POPs. En 
estudios in vivo con ratones (Abramsson-Zetterberg et al., 2007) la 
administración de trioles o epóxidos, de campesterol o β-sitosterol no 
presenta potencial genotóxico sobre los ratones. Por otra parte en estudios in 
vitro con exposición a disoluciones de POPs, tampoco se generan 
aberraciones cromosómicas en fibroblastos (V79-4) (Maguire et al., 2003) ni 
mutaciones bacterianas en diversas cepas de Salmonella Typhimurium (Lea 
et al., 2004; Koschutnig et al., 2010). 
2.5.5. Endocrino-reproductivo 
Debido a su similitud estructural, los POPs pueden interferir en la 
acción de las hormonas esteroideas.  
Se ha observado, en estudios in vitro, que determinados POPs (β-
epoxisitosterol, campestanotriol y sitostanotriol) actúan sobre un receptor de 
la activación de estrógeno en células de cáncer de útero (HeLa) (Sato et al., 
2004). En otro estudio similar, se demuestra que óxidos de estigmasterol 
modulan la acción del 17β-estradiol (hormona sexual femenina) en células 
de adenocarcinoma de endometrio humano (Ishikawa) y de mama (MCG-7) 
(Newill et al., 2007). En otro estudio in vitro con óxidos de β-sitosterol y 
estigmasterol se observa un efecto androgénico pero no estrogénico, 
mientras que los mismos óxidos ensayados in vivo sobre pez mosquito no 
generan masculinización de las hembras, es decir, no confirman dicha 
modulación (Van den Heuvel et al., 2006). 
 Por otra parte, en estudios in vivo, en ratones, se aprecia un efecto 
abortivo de elevadas concentraciones de POPs (30 mg/kg peso) (Pakrashi y 
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Basak, 1976). Posteriormente, el mismo grupo, señala pérdida de fertilidad 
en ratones debido a la exposición de estos a POPs (Pakrashi y Chakrabarty, 
1979). La exposición a óxidos de β-sitosterol en pez cebra, ha demostrado un 
efecto androgénico, provocado por un aumento de esteroides sexuales que 
suponen una aceleración de la espermatogénesis y el aumento de la atresia 
folicular (Christiansion-Heika et al., 2007).  
En general se observa una ausencia de actividad agonista de los POPs 
sobre los receptores estrógenicos y andrógenicos. Sin embargo, hay POPs 
específicos que poseen afinidad estructural con el dominio de unión al 
receptor de estrógeno, describiéndose una cierta inhibición por competencia 
en la unión con este receptor (Vanmierlo et al., 2013). 
2.5.6. Posibles efectos beneficiosos 
Efecto hipocolesterolemiante: Plat et al. (2005) sugieren que 
determinados POPs, pueden estar implicados en la modulación del 
metabolismo del colesterol, mediante la activación del LXR y el aumento de 
la expresión de los transportadores ABC. Liang et al. (2011) en hámsteres 
alimentados con una dieta rica en colesterol, detectan una disminución de la 
expresión de genes para la síntesis de LDLR (responsable de la extracción 
del LDL-col de la sangre) y HMG-CoA reductasa (enzima encargada de la 
síntesis de colesterol, aunque esto no supone ningún efecto en el colesterol 
plasmático. Por otra parte, Alemany et al. (2013b) indican un aumento en la 
expresión de HMG-CoA reductasa al exponer 7-cetoestigmasterol a células 
Caco-2, estos autores determinan que el mecanismo por el cual 7-
cetoestigmasterol interactúa con el metabolismo del colesterol parece estar 
relacionado con la concentración de Ca intracelular.  
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Efecto anti-inflamatorio: Kimura et al. (1995) sugieren que distintos 
óxidos de β-sitosterol inhiben la inflamación (inducida previamente) en 
ratones, sin embargo, estos efectos positivos sólo se han descrito en algunos 
derivados (7-OH y 7-ceto). 
Se ha atribuido a la campesterona (óxido del campesterol) efectos 
sobre la pérdida de peso, de grasa, reducción de TG y glucosa en sangre, lo 
que podría ser de interés en el tratamiento de enfermedades coronarias, 
diabetes, etc., aunque esta hipótesis requiere de más estudios (Ikeda et al., 
2006). 
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3. DETERMINACIÓN DE EV Y POPS EN INGREDIENTES Y
ALIMENTOS ENRIQUECIDOS
Los EV se pueden existir en los alimentos de distintos modos, como 
EV libres, esterificados, glucosilados y/o acetilados glucosilados. De este 
modo, es de gran importancia que la preparación de la muestra permita 
determinar la totalidad de los EV, incluidas todas sus formas conjugadas 
(Lagarda et al., 2006).  
Existen algunos métodos oficiales para determinar EV presentes en 
grasas y aceites: IUPAC 2.401 (determinación de la fracción insaponificable) 
y 2.403 (identificación y determinación de esteroles mediante cromatografía 
gas-líquida); ISO 6799 (determinación de la composición de esteroles  en 
grasas y aceites por cromatografía gas-líquida) y 12228 (determinación de 
esteroles en grasa animal y vegetal por cromatografía de gases (GC)); 
Codex-Stan 210 (Norma del Codex Alimentarius para aceites vegetales 
específicos, hace referencia a ISO 6799 y IUPAC 2403). Solo existe un 
método oficial que hace referencia a la determinación de EV en ingredientes 
y suplementos dietéticos: método oficial AOCS 2007.03 (Determinación de 
campesterol, estigmasterol y β-sitosterol en la palma enana americana, 
materias primas y los suplementos dietéticos por GC). Aunque existen 
métodos para la determinación de EV por cromatografía líquida (LC) 
ninguno de ellos es oficial (Clement et al., 2010).  
En el caso de los POPs, no existen métodos oficiales para su 
determinación, esta presenta una serie de inconvenientes que cabe remarcar: 
los POPs pueden hallarse en matrices complejas, dentro del insaponificable 
de la fracción grasa y, además, están en muy bajas concentraciones (ppm o 
ppb) (Dutta et al., 2006). Ello hace que sea muy importante la extracción del 
analito para evitar interferentes. Además, conviene destacar que son 
compuestos que durante el proceso analítico de la muestra pueden tanto 
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formarse como destruirse, por lo que en la medida de lo posible, se debe 
evitar la formación de artefactos y se deben aplicar condiciones suaves 
durante el análisis (Guardiola et al., 2004). En la bibliografía existen diversas 
revisiones y libros que tratan este tema (Dutta, 2002; Guardiola et al., 2004; 
Dutta, 2004; García-Llatas y Rodríguez-Estrada, 2011) 
Las etapas más comunes para la determinación de EV y POPs por GC 
se presentan en la figura nº 8.
Figura nº 8: Etapas de determinación de EV y POPs por cromatografía de gases. 
P u r i f i c a c i ó n
E V / P O P s
E x t r a c c i ó n  d e  l a  f r a c c i ó n  l i p í d i c a
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D e t e r m i n a c i ó n
D e r i v a t i z a c i ó n
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3.1. Extracción lipídica 
El proceso de extracción lipídica es necesario para todas aquellas 
muestras que no se encuentren en forma de aceites vegetales o ingredientes 
de EV. Los POPs y EV libres y esterificados, son compuestos lipídicos que 
han de ser co-extraídos con otros compuestos de la matriz tales como mono 
y digliceroles, AG, fosfolípidos, etc. Se han diseñado distintos métodos de 
extracción de lípidos en alimentos, variando procedimiento y disolventes 
orgánicos empleados: con agitación manual  (Dutta, 2004), o mecánica 
Soxhlet (Christie, 2003) o Röse-Gottlieb (Menéndez-Carreño el al., 2008)  y 
fluidos supercríticos (SFE) (Sahena et al., 2009).  
Lo más habitual es la extracción con diferentes combinaciones de 
disolventes orgánicos. Es muy importante la elección de un buen disolvente, 
que sea capaz de interrumpir las fuerzas asociativas de unión de los 
EV/POPs y lípidos, del material no lipídico de la matriz. Hay que tener en 
cuenta que los POPs son compuestos polares, pero su  polaridad varía 
ampliamente desde el casi no polar, 7-cetosterol, a los trioles que son mucho 
más polares (Berdeaux et al., 2009). Se utilizan diferentes sistemas de 
disolventes para la extracción de los lípidos. El más utilizado es una mezcla 
de cloroformo:metanol (2:1, v/v) (Folch et al, 1957). Otro sistema es una 
mezcla de hexano:isopropanol (3:2, v/v) (Hara y Radin, 1978). La aplicación 
de estos últimos disolventes resulta de interés debido a su menor toxicidad 
(Dutta et al., 2006), ahora bien, al ser menos polares que en el primer caso 
(Folch et al., 1957), puede dar lugar a recuperaciones más bajas (Dionisi, 
1998; Georgiou et al., 2014).   
Existen otras combinaciones de disolventes menos utilizadas, como en 
Nourooz-Zadeh y Appelqvist  (1992) que utilizan una combinación de 
Heptano:Isopropanol en muestras de harina de trigo.  
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El método de Folch es el método más ampliamente utilizado, por 
considerarse la técnica más eficiente y fiable en el aislamiento exhaustivo de 
los lípidos de varios tejidos. Inevitablemente, el uso de un sistema disolvente 
muy polar, da lugar a la co-extracción de material no lipídico, por lo que 
Folch et al. (1957) sugieren una etapa de lavado, con el fin de eliminar estos 
contaminantes antes de proceder al siguiente paso del protocolo de análisis. 
Este paso es esencial con el fin de dividir el sistema en dos fases, la capa 
orgánica inferior que contiene todos los lípidos, y la superior que consta de 
los contaminantes co-extraídos no lipídicos (Georgiou et al., 2014). Sin 
embargo, un parámetro importante que puede influir en la recuperación 
cuantitativa de los lípidos más polares, tales como POPs, es la cantidad de 
agua o solución de sal que se agrega después de la homogeneización de la 
muestra con cloroformo/metanol (2:1). De acuerdo con el documento 
original, la relación de volumen propuesto de cloroformo/metanol/agua debe 
ser exactamente 8:4:3 (Georgiou et al., 2014).  
También existen varias versiones ligeramente modificadas del método 
de Folch, destacando la de  Boselli et al. (2001). La muestra se homogeniza 
con cloroformo/metanol (1:1) y se mantiene a 60 °C con el fin de maximizar 
el rendimiento de la extracción. La mezcla se vuelve a homogenizar con una 
cantidad igual de cloroformo y, a continuación, se pasa a través de papel de 
filtro, para eliminar el residuo sólido que contiene principalmente proteínas. 
Posteriormente, el filtrado que contiene los lípidos acompañados de 
sustancias no lipídicas, se mezcla con una solución de KCl 1M y se deja 
durante la noche a 4 °C, consiguiéndose así la correcta separación de fases. 
La fase inferior, libre de sustancias no lipídicas, se recoge y se seca con un 
evaporador rotatorio a vacío. 
En el caso de los EV es muy común el desarrollo de métodos directos, 
es decir, que no siendo una matriz grasa, omiten esta etapa de extracción 
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lipídica, empezando directamente con la purificación (saponificación): 
Laakso (2005) para margarina, leche, yogur, zumo de naranja y quesos 
enriquecidos con EV; Santos et al. (2007) y Saraiva et al. (2011) para leche y 
yogur enriquecidos con EV; Clement et al. (2010) determinan EV totales en 
zumo, leche, yogur, pan, y cereales de maíz enriquecidos con EV. En el caso 
de POPs, es menos común pero hay autores que también lo hacen: Soupas et 
al. (2006) analizan leche en polvo con EV mediante un método utilizado 
para aceites sin extracción grasa (Lampi et al., 2002). Dionisi et al. (1998) 
comparan la eficacia del método directo con los métodos de extracción de la 
grasa, en leche en polvo (analizan COPs) obteniendo buena repetitividad y 
exactitud. En el caso del análisis en grasas vegetales para untar, hay autores 
que realizan una extracción previa de la grasa como: Johnsson y Dutta 
(2006) o Conchillo et al. (2005) y, otros autores que no la extraen 
(Rudzinska et al., 2014).  En el cuadro nº 7  se muestran distintos sistemas 
de extracción lipídica para la determinación de EV y POPs. 
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En cereales, hay casos que se requiere de una hidrólisis ácida para 
asegurar la ruptura de los enlaces glucosídicos de los esteroles glicosilados 
(Lagarda et al., 2006), siendo adecuada una hidrólisis en caliente con HCl 
con una posterior extracción de la fase grasa con disolventes orgánicos (ej: 
HCL 6M a 80-85 ºC/60 min) aplicado por Clement et al. (2010) y Piironen et 
al. (2002). 
Actualmente, también se emplean otras técnicas más modernas para la 
extracción lipídica en alimentos, como es el caso de la extracción con fluidos 
súper críticos (SFE). Se basa en que todo fluido presenta un punto crítico 
característico definido por su presión y temperatura crítica. Un fluido no 
puede ser licuado por encima de su temperatura crítica, independientemente 
de la presión aplicada, pero pueden llegar a una densidad cercana al estado 
líquido, de este modo es un SFE cuando está por encima de su temperatura 
crítica y presión crítica. En el caso del CO2 es supercrítico por encima de 
31,1 °C y 7,38 MPa (Sahena et al., 2009). De este modo la utilización de 
CO2 supercrítico resulta económico a la vez que ecológico y la FDA y la 
EFSA lo reconocen como seguro. Su utilización resulta muy interesante en la 
preparación de muestra, por su capacidad de poder trabajar a bajas 
temperaturas utilizando un medio no oxidante, que permite la extracción de 
compuestos térmicamente lábiles o fácilmente oxidables (Herrero et al., 
2010). Sin embargo, aunque se ha utilizado en la determinación EV, no ha 
tenido mucha aceptación todavía en el análisis de POPs. Así, se ha empleado 
a nivel industrial para la extracción de carotenoides y EV de productos a 
base de tomate (Vági et al., 2007) aplicando SFE con CO2 a 460 bares y 80 
ºC y Kawahito et al. (2008) en semillas de níspero aplicando CO2 a 300 
bares y 40 ºC. A nivel analítico también se  ha utilizado esta técnica, Huang 
et al. (2007) determinan β-sitosterol y estigmasterol en A. roxburghii para 
comparar la eficiencia de la extracción con el método Soxhlet y SFE, 
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obteniendo un mayor rendimiento y tiempos más cortos mediante SFE con 
CO2 a 250 bar y 45 ºC. También en alimentos, Lu et al. (2007) comparan la 
SFE con la extracción tradicional con hexano utilizando CO2 a 450 bar y 55 
ºC  en semillas de maíz, sésamo, cacahuete y avena, obteniendo mayor 
rendimiento con SFE. 
3.2. Purificación 
Después de la extracción, la fracción grasa, además de EV/POPs, 
también contiene TG, fosfolípidos y otros compuestos mayoritarios que han 
de ser eliminados (Guardiola et al., 2004; Lagarda et al., 2006). En la etapa 
de purificación durante la determinación de EV y POPs existen dos métodos 
ampliamente utilizados: saponificación y transesterificación. 
3.2.1. Saponificación 
Con la saponificación, o hidrólisis alcalina, los acilgliceroles son 
transformados en compuestos solubles en agua (jabones) y pueden ser 
eliminados en la fase acuosa. Los EV/POPs forman parte de la fracción 
insaponificable y pueden ser extraídos con disolventes orgánicos. De este 
modo la saponificación cumple dos funciones: eliminar los acilgliceroles 
predominantes del extracto de lípidos mediante su conversión a jabones e 
hidrolizar los ésteres de esteroles que puedan existir (Guardiola et al., 2004).  
En el caso de los EV, tradicionalmente la saponificación se ha 
realizado calentando la muestra con una solución etanólica o metanólica de 
NaOH o KOH. Laakso (2005) en margarinas, leche, yogur y zumo de 
naranja enriquecidos con EV, utilizan saponificación en caliente con KOH 
en etanol, al igual que Santos et al. (2007) en leche y yogurt. Mientras que 
Clement et al. (2010) aplican una saponificación con NaOH en metanol a 
distintas matrices, pero  a mayor temperatura. Posteriormente, la fracción 
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insaponificable se ha de extraer con disolventes orgánicos; la mayoría de los 
métodos utilizan múltiples extracciones con un disolvente orgánico 
(dietiléter (EE), éter de petróleo o heptano) con ayuda de embudo de 
decantación, seguido por evaporación del disolvente a sequedad (Lagarda et 
al., 2006). 
En el caso de POPs, esta etapa es uno de los puntos más críticos en la 
preparación de la muestra, dado que la temperatura de saponificación y la 
concentración del álcali, han sido reconocidos como dos parámetros críticos 
en la formación de artefactos mediante la degradación de los POP,  que de 
por sí son inestables (Busch y King, 2009). Busch y King (2009) han 
investigado la estabilidad del 7-cetocolesterol durante la saponificación a 
diferentes temperaturas, obteniendo que la recuperación disminuye con 
respecto al control (mantenido a 24 ºC). Así, a 37 ºC disminuye un 53% y a 
45 °C un 49%, lo que sugiere una gran sensibilidad de los derivados 7-ceto a 
altas temperaturas. El mismo grupo también ha estudiado la estabilidad del 
7-cetocolesterol en diferentes condiciones alcalinas (KOH 3,6M durante 3 h 
y  KOH 1M durante 18 h, ambos a 24 °C). El tratamiento de  la muestra con 
soluciones alcalinas más concentradas supone una reducción de la 
recuperación del 71% (Busch y King, 2010). Estas observaciones coinciden 
con un estudio anterior realizado por Park et al. (1996), donde se sugieren 
que los 7-ceto son sensibles a pequeños cambios en la temperatura, y a la 
concentración de los reactivos alcalinos utilizados en la saponificación. Por 
esta razón en el procedimiento para los POPs, se ha reemplazado la 
saponificación en caliente, por una saponificación fría, o a temperatura 
ambiente, con condiciones alcalinas suaves (1M) durante varias horas, 
habitualmente toda una noche. Además, se ha demostrado que en la 
saponificación a temperatura ambiente durante ese tiempo las pérdidas de 
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COPs son mínimas y prácticamente no se forman artefactos (Park y Addis, 
1986; Tai et al., 1999; Dutta, 2002; Guardiola et al., 2004).  
Como conclusión, se puede decir que para desarrollar un método 
analítico que incluya una etapa de saponificación, es necesario evaluar todos 
los factores de esta purificación, incluyendo, tiempo, concentración de álcali, 
temperatura y peso de muestra. El seguimiento de la generación de artefactos 
requiere una atención considerable, con el fin de garantizar resultados fiables 
(Georgiou et al., 2014). En el cuadro nº 8 se muestran distintos protocolos 
de saponificación utilizados en la determinación de EV y POPs. 
3.2.2. Transesterificación 
La transesterificación es una alternativa a la saponificación fría, que 
algunos autores han utilizado para la determinación de POPs y no se ha 
utilizado para el análisis de EV. Durante la transesterificación, los ácidos 
grasos unidos a esteroles y TG se convierten en ésteres metílicos de ácidos 
grasos (FAME), el reactivo es un alcohol o donante de grupos alquilo. 
Después de la transesterificación, la fracción grasa se compone 
principalmente de FAME, EV libres, POPs, y otros componentes menores 
(Guardiola et al., 2004).   
Una de las ventajas de la transesterificación es que el álcali está en 
contacto con la muestra menos tiempo que en la saponificación en frio, a la 
vez que se elimina el proceso de lavado y se reduce el tiempo de preparación 
de la muestra (Schmarr et al., 1996). En el cuadro nº 8 se muestran distintos 
protocolos de transesterificación utilizados en determinación de POPs. 
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3.3.   Concentración 
Los esteroles oxidados se hallan en muy bajas concentraciones en los 
alimentos. Es por ello que, la purificación de estos compuestos sea un paso 
esencial para mejorar la selectividad, sensibilidad y eficiencia en la 
separación por GC para su identificación y cuantificación (Dutta, 2002). Hay 
algunos aspectos importantes a tener en cuenta cómo es que, el colesterol no 
oxidado tiene un tiempo de retención en GC diferente a los COPs lo que 
hace que  eluya mucho antes que la mayoría de estos. Esto hace que no sea 
necesario eliminar el colesterol no oxidado en los alimentos de origen 
animal. Por el contrario, en la determinación de POPs, los EV no oxidados, 
en alimentos de origen vegetal, o esteroles no oxidados (colesterol + EV) en 
alimentos de origen mixto, pueden interferir durante la separación en GC, 
debido a que los tiempos de retención son similares a algunos de los POPs 
(Azadmard-Damirchi y Dutta, 2009).  
La concentración de los POPs puede hacerse por cromatografía líquida 
de alta resolución (HPLC) preparativa, cromatografía en capa fina (TLC) 
preparativa, o extracción en fase sólida (SPE) (Dutta, 2002). Los métodos de 
HPLC preparativos son bastante tediosos y consumen mucho tiempo. En el 
caso de la TLC preparativa (Nourooz-Zadeh y Appelqvist, 1992) la muestra 
se encuentra expuesta durante mucho tiempo al aire, dando lugar a la 
formación de artefactos, además del tiempo empleado en su preparación. La 
técnica más frecuentemente utilizada es la SPE, que ha sustituido a las 
anteriores por ser más rápida, eficaz y sensible (Dutta y Appelqvist, 1997). 
Se han desarrollado varios métodos de SPE para el aislamiento 
selectivo de POPs antes del análisis cromatográfico. Generalmente, la 
purificación con SPE se logra mediante los siguientes pasos: carga de la 
muestra y retención de los POPs en la fase estacionaria (por lo general 
polar); seguidamente se procede a la eliminación de los lípidos neutros 
112 ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 
interferentes (EV y TG) mediante lavado de la columna con un sistema de 
disolventes apolar; progresivamente se aumenta la polaridad de los 
disolventes hasta la elución de los POPs. Los fosfolípidos, que son los 
compuestos más polares, permanecen fuertemente retenidos en la columna 
(Guardiola et al., 2004; Calderón-Santiago et al., 2012). 
Los rellenos de cartucho de SPE más usados son los polares en fase 
normal de sílice (Si-) y aminopropilo (NH2-) ya sea solo o combinado. Por 
otro lado, los sorbentes apolares como sílice modificado con octadecilo 
(ODS-), no han encontrado un uso generalizado por ser menos eficientes 
(Ulberth y Rossler, 1998; Dutta, 2002; Georgiou et al., 2014). 
El paso por SPE es crítico para conseguir una buena separación entre 
los esteroles oxidados y sin oxidar, así como para una buena recuperación de 
los POPs con distinto grado de retención. Son varios los estudios donde se 
utilizan cartuchos de sílice y mezclas de hexano:EE de polaridad creciente, 
para eliminar los interferentes, y acetona y/o metanol para eluir los óxidos de 
esteroles. Guardiola et al. (1995) estudian la recuperación de patrones de 
COPs (7β-OH, α-colestano, triol, 7-ceto y 25-hidroxi) y la presencia de 
colesterol no oxidado en la fracción de COPs en cartuchos de Si-SPE. 
Obtienen que los sistemas de elución menos polares, hacen que los COPs 
más polares (triol) se recuperen en menor cantidad, y concluyen que los 
mejores sistemas de elución son aquellos que aumentan su polaridad al final. 
Algunas de las condiciones de SPE aplicadas para la purificación en la 
determinación de POP se muestran en el cuadro nº 9. 
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3.4.   Determinación: Separación e identificación 
3.4.1. Cromatografía de gases 
La cromatografía gaseosa es la técnica de elección para la 
determinación de EV en alimentos, por ser la más efectiva en resolución, 
identificación y cuantificación (Volin, 2001). Los EV son susceptibles de ser 
oxidados, tanto en la estructura del anillo como en la cadena lateral, dando 
lugar a numerosos POPs. Esto hace que la metodología aplicada tenga que 
ser muy eficiente y debe permitir el no solapamiento de compuestos. Por esta 
razón, la GC con columnas capilares, es la técnica más utilizada para el 
análisis también de POPs en alimentos (Guardiola et al., 2004; Márquez 
Ruíz y Dobarganes, 2007).  Los detectores más utilizados son de ionización 
de llama (FID) y de espectroscopía de masas (MS) que resulta de utilidad 
para confirmar la identificación de los picos, así como su cuantificación 
(Santos et al., 2007). 
 Derivatización
Debido a los altos puntos de ebullición de los EV y sus óxidos, es 
necesario aplicar temperaturas elevadas en los métodos de determinación por 
GC. Con el fin de evitar la degradación y formación de artefactos, los 
EV/POPs deben de ser derivatizados antes de su inyección, es decir, han de 
ser modificados químicamente para aumentar su volatilidad, estabilidad 
térmica y separación cromatográfica (Guardiola et al., 2004; Lagarda et al., 
2006). La derivatización de los EV/POPs se realiza por sililación. Esta 
técnica, se basa en la sustitución de hidrógenos ácidos en los EV/POPs por 
grupos alquilsililo, dando lugar a trimetilsililéteres (TMSE) que presentan 
una mejor resolución, sensibilidad, y estabilidad a altas temperaturas 
(Lagarda et al., 2006). La separación de EV sin la derivatización también es 
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posible (Maduko y Park, 2007), pero la resolución de un esterol y de su 
estanol correspondiente no es tan buena. 
Las combinaciones de reactivos para la derivatización más utilizadas 
son: hexametildisilazano (HMDS) con trimetilclorosilano (TMCS) (Johnsson 
y Dutta, 2003; Conchillo et al., 2005;  Johnsson y Dutta, 2006;  Cercaci et 
al., 2006; García-Llatas et al., 2008; Tabee et al., 2009; Azadmard-Damirchi 
y Dutta, 2009) o N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (BSTFA) con 
TMCS (Lampi et al., 2002; Lambelet et al., 2003; Soupas et al., 2004a; 
Laakso, 2005; Santos et al., 2007; Soupas et al., 2007; Kmiecik et al., 2009; 
Clement et al., 2010; Saraiva et al., 2011; Derewiaka y Obiedzinski, 2012; 
Botelho et al., 2014 o Rudzinska et al., 2014). Algunos autores han utilizado 
otros reactivos como N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA) 
(Zhang et al., 2005 y Zhang et al., 2006) o  bis(trimetil)-trifluoroacetamida 
(BFT) y TMCS (Apprich y Ulberth, 2004). En todos los casos, dichos 
reactivos se disuelven  en piridina que, además de disolvente, actúa como 
aceptor del ácido clorhídrico que se genera cuando se utiliza TMCS.  
Los distintos reactivos tienen diferentes tiempos de sililación, de modo 
que esta etapa debe ser evaluada cuidadosamente para que la reacción sea 
correcta. Cabe destacar que es muy importante la ausencia de agua en esta 
reacción, ya que compite con los grupos hidroxilo de los EV/POPs por el 
grupo silil, provocando que la reacción no sea completa y que los derivados 
TMSE sean menos estables (Guardiola et al., 2004). 
 Columnas
Las columnas utilizadas para el análisis de los EV/POPs son, 
generalmente, columnas capilares de sílice fundida con fase estacionaria 
apolar del tipo 100% dimetilpolisiloxano, o del tipo 5% fenil 95%  
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metilpolisiloxano, o 5% difenil 95% dimetilpolisiloxano, con unas 
dimensiones estándar de 0,10-0,32 mm de diámetro interno, 0,1-0,33 µm de 
espesor y 10-60 m de longitud.  
En relación a los EV, la utilización en GC de una columna capilar con 
una fase móvil de polaridad media, permite una buena separación entre las 
parejas campesterol/campestanol y β-sitosterol/sitostanol, separación que no 
se alcanza con las fases estacionarias totalmente apolares (Laakso, 2005). En 
la cuadro nº 10 se muestran las columnas utilizadas por diversos autores 
para la determinación de EV en alimentos.  
En relación a los POPs, el orden de elución según la columna utilizada 
varía; así pues, Guardiola et al. (2002) establecen el orden de elución para 
COPs (como derivados TMSE) y, por consiguiente, para los distintos POPs, 
en los dos tipos de columna más frecuentemente utilizadas: a) para columnas 
100% dimetilpolisiloxano el orden es: colesterol > 7α-hidroxicolesterol > 19-
hidroxicolesterol > β-epoxicolesterol > α-epoxicolesterol > 7β-
hidroxicolesterol > colestanetriol > 7-cetocolesterol > 25-hidroxicolesterol y 
b) para columnas 5% fenil 95% metilpolisiloxano la elución es: 7α-
hidroxicolesterol > colesterol > 19-hidroxicolesterol > 7β-hidoroxicolesterol 
> β-epoxicolestero > α-epoxicolesterol > colestanetriol > 25-
hidroxicolesterol > 7-cetocolesterol. 
Hay que tener en cuenta que los POPs que pueden existir en los 
alimentos son muy variados. Además, algunas formas no oxidadas como 
brassicasterol, campesterol y estigmasterol, coeluyen con 7α-
hidroxicampesterol, 7α-hidroxiestigmasterol, y 7α-hidroxisitosterol, 
respectivamente (Dutta, 2002). De ahí la importancia de la eliminación 
completa de los EV no oxidados, ya que su presencia dificulta la buena 
separación de los analitos y aun así, existen solapamientos de algunos 
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compuestos (Dutta, 2002; Apprich y Ulberth, 2004; Grandgirard et al., 2004; 
García-Llatas et al., 2008). 
Algunos autores proponen distintas combinaciones de dos columnas de 
polaridades diferentes para mejorar la separación de picos. Los pioneros son 
Johnsson y Dutta (2005) con la columnas DB-5MS (5% fenil 95% 
metilpolisiloxano, no polar) y  DB-35MS (35% fenil 65% metilpolisiloxano, 
polaridad media). A pesar de aumentar el tiempo de análisis (75 min) no se 
logra evitar el solapamiento de  tres pares de picos: 24-hidroxisitosterol/β-
epoxicampesterol; β-epoxiestigmasterol/α-epoxicampesterol; y α-
epoxiestigmasterol/campestanotriol. Posteriormente, se han ensayado otras 
combinaciones de dos columnas (Johnsson y Dutta, 2006; Azadmard-
Damirchi y Dutta, 2008; Tabee et al., 2008a; Tabee et al., 2009). En el 
cuadro nº 10 se muestran las columnas utilizadas por diversos autores para 
la determinación de POPs en alimentos. 
Sarojini et al. (2012) han estudiado la eficiencia y sobre todo, la 
reducción del tiempo de análisis, con 2 pares de columnas de diferente 
polaridad (no polar + polaridad media): sistema 1: DB-5MS y DB-17MS y 
sistema 2: DB-5MS y  DB-35MS. Los tres tipos de columnas utilizadas son 
de 15 m o menos y, por tanto, los tiempos de análisis se reducen entre 40 y 
45 min, aunque igualmente, se producen solapamientos de analitos. Los 
pares de POPs que coeluyen, o presentan una mala separación en el sistema 
“1” son: α-epoxibrassicasterol/brassicastanotriol; stigmastanotriol/β-
epoxisitosterol; y sitostanotriol/7-cetobrassicasterol. El sistema “2” presenta 
una mejor separación de la línea base pero también tiene pares de POPs que 
coeluyen: 7β-hidroxibrassicasterol/7α-hidroxisitosterol; 7β-
hidroxisitosterol/α-epoxibrassicasterol; y α-epoxicampesterol/β-
epoxiestigmasterol.  
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 Patrones internos.
La metodología utilizada en la identificación y cuantificación de los 
EV/POPs habitualmente incluye el uso de un patrón interno (PI).  
Uno de los PI más comúnmente utilizados para el análisis de EV es el 
5α-colestano (Lambelet et al.,  2003; Conchillo et al., 2005; Santos et al., 
2007; Azadmard-Damirchi y Dutta, 2009), sin embargo, un PI debe de ser 
similar a los analitos, y el 5α-colestano carece del grupo hidroxilo en 
posición 3 típico de los EV y, además, su respuesta en detector FID difiere 
de la de los EV (Laakso, 2005). El dihidrocolesterol, o colestanol (3β-ol-
hidroxi-5α-colestano) es también un PI ampliamente utilizado (Lampi et al., 
2002; Soupas et al., 2004a; Soupas et al., 2005; D’Evoli et al., 2006), este PI 
no podría utilizarse en muestras que tuvieran origen animal ya que el 
dihidrocolesterol es el producto de hidrogenación del colesterol. Para la 
mayoría de las matrices se ha observado que el epicoprostanol (5β-colestan-
3α-ol) (Laakso, 2005; Clement et al., 2010; Botelho et al., 2014) es adecuado 
ya que su estructura se asemeja mucho a la de los EV, está ausente en 
muestras de análisis y su respuesta en el detector FID es similar a la de los 
EV (Lagarda et al., 2006). 
En el caso de los POPs, el 19-hidroxicolesterol es el más comúnmente 
utilizado ya que puede adicionarse tras la extracción grasa. Otro patrón 
utilizado es el α-colestano; no obstante, este es menos polar que los POPs lo 
que hace que no pueda ser adicionado hasta después de la etapa de 
purificación. Bortolomeazzi et al. (2003) utilizan como PI los mismos 
patrones de COPs para cada POP a analizar (7-cetocolesterol y 7α-
hidroxicolesterol). En el cuadro nº 10 se muestran los distintos PI utilizados 
en el análisis de EV y POPs. 
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 Detectores.
El más comúnmente utilizado para EV/POPs es el de FID ya que 
aporta una alta especificidad y sensibilidad, permitiendo una detección a 
niveles de ng (Dutta el al., 2006). El acoplamiento de un MS da mayor valor 
al análisis y resulta necesario para la confirmación de la identificación de los 
distintos compuestos en el caso de los POPs, dada la no existencia de 
patrones comercializados (salvo 7-cetoestigmasterol). Se han publicado 
numerosos estudios que aportan datos sobre la fragmentación molecular  y 
espectros de masas de los distintos TMSE derivados de los POPs (Dutta, 
2002; Johnsson y Dutta, 2003; Johnsson et al., 2003; Lambelet et al., 2003; 
Grandgirard, 2004a; Conchillo et al., 2005). También se ha utilizado la 
espectroscopía de masas en modo SIM (monitorización selectiva de iones) se 
identifica un  ion selectivo para cada compuesto, que se utiliza para la 
cuantificación en base a su abundancia y especificidad. Esto permite la 
cuantificación de compuestos que coeluyen en la columna cromatográfica. 
(Guardiola et al., 2002; Soupas et al., 2004a; Soupas et al., 2004b; Zhang et 
al., 2005; Menéndez-Carreño et al., 2008; Botelho et al., 2014). En el 
cuadro nº 10 se muestran los distintos detectores utilizados en el análisis de 
EV y POPs. 
 Cuantificación
El método utilizado generalmente para la cuantificación de los EV es 
mediante el desarrollo de curvas de calibrado, dada la existencia de patrones 
comerciales de EV, bien para todos los EV a analizar (Saraiva et al., 2011) o 
bien para uno solo y el resto se cuantifican por extrapolación en la misma 
curva (Santos et al., 2007). También se han desarrollado métodos mediante 
factor respuesta (FR) con el PI utilizado (Laakso, 2005), estos autores 
concluyen que, utilizando epicoprostanol como PI no se requiere de factores 
de corrección dada la similitud de la respuesta entre el PI y los EV, de modo 
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que el FR seria = 1. Clements et al. (2010) utilizan, en FID, otro tipo de 
factores de corrección en la cuantificación, los factores de corrección 
teóricos  (TFC) consistente en el cálculo teórico, basado en la suma del peso 
molecular de todos los C activos (los que dan respuesta en FID, excepto los 
de grupos carbonilo) del analito a estudio y el TFC del PI. 
Los métodos utilizados para la cuantificación de los POPs son: 
a) mediante el FR. Se considera = 1 (Nourooz-Zadeh y Appelqvist,
1992; Dutta y Appelqvist, 1997; Dutta, 1997; Conchillo et al., 2005; Cercaci 
et al., 2006; Johnsson y Dutta, 2006; Cercaci et al., 2007; García-Llatas et 
al., 2008; Tabee et al., 2008a; Tabee et al., 2008b; Azadmard-Damirchi y 
Dutta, 2008; Azadmard-Damirchi y Dutta, 2009; Tabee et al., 2009; 
Derewianka y Obiedzinski, 2012). En otros trabajos se calcula el FR a partir 
de patrones de COPs debido a su similitud estructural (Lampi et al., 2002; 
Apprich y Ulberth, 2004). O se calcula a partir de patrones de POPs 
sintetizados (Bortolomeazzi et al., 2003; Zhang et al., 2005; Zhang et al., 
2006). 
b) Mediante el desarrollo de curvas de calibrado. Con patrones de
COPs para la cuantificación de los distintos POPs (Menéndez-Carreño el al., 
2008; Botelho et al., 2014). Soupas et al., (2004b), desarrollan curvas de 
calibrado de forma indirecta en GC-MS y GC(FID), utilizando patrones de 
POPs  sintetizados del sitostanol. Las curvas de calibrado para cada óxido se 
realizan mediante la respuesta en GC-MS (SIM) frente a la cantidad 
calculada en GC(FID) considerando FR=1.  
3.4.2. Cromatografía líquida 
En comparación con GC, la cromatografía líquida de alta resolución 
(HPLC) ofrece la ventaja de operar a temperaturas más suaves, y bajo 
condiciones de detección no destructivas. Por consiguiente, parece adecuado 
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para el análisis de compuestos térmicamente inestables, tales como EV. Sin 
embargo, la elevada lipofilia de los EV puede hacer que el procesado de la 
muestra y la cromatografía sea difícil. En el análisis de muestras lipídicas y 
esteroles se han utilizado tanto fases normales como reversas (Lagarda et al., 
2006). En cuanto a los detectores, se han utilizado detectores de ultravioleta 
(UV) (200-210 nm), “diode-array detector” (DAD) (Zunin et al., 1998), 
índice de refracción (“refraction  index”, RI), dispersión de luz evaporativo 
(“evaporating light scattering detector”, ELSD), resonancia magnética 
nuclear (RMN) y MS (Lagarda et al., 2006). También se ha utilizado el 
análisis mediante ionización química a presión atmosférica (“atmospheric-
pressure chemical ionization”, APCI) con espectrometría de masas acoplado 
a HPLC, en el caso de zumos de frutas y también en margarinas (Mezine et 
al., 2003). 
Para el estudio de POPs en alimentos se ha utilizado en muy pocos 
casos. Zunin et al. (1998) evalúan la oxidación de colesterol y EV en 
alimentos infantiles a base de leche y leche con cereales, mediante la 
determinación de 7-cetocolesterol y 7-cetositosterol por HPLC con detector 
DAD. 
La principal ventaja que ofrece el HPLC, en comparación con GC, es 
que opera a temperatura ambiente, siendo así adecuado para la detección de 
moléculas termolábiles, tales como productos de oxidación primarios 
(hidroperóxidos) (Kemmo et al., 2007). En este sentido, Säynäjoki et al. 
(2003) determinan por HPCL en fase normal, hidroperóxidos de 
estigmasterol originados por fotooxidación. Utilizan dos tipos de detectores: 
UV,  y fluorescencia (FL) previa derivatización post-columna de los 
hidroperóxidos con DPPP (1,3-bis (difenilfosfino) propano o difosfina). Ya 
que reacciona con los hidroperóxidos generando óxidos que presentan una 
fuerte fluorescencia. Este método resulta rápido y sensible cuando se 
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presentan óxidos de un único esterol. Posteriormente, Kemmo et al. (2005) 
aplican este método (HPLC-UV-FL) a la determinación tanto de 
hidroperóxidos como de productos de oxidación secundarios de 
estigmasterol. La cuantificación de los POPs de estigmasterol se hace por 
detección al UV (206 nm),  por un método de patrón externo, utilizando 
patrones de COPs. Los autores observan una baja absorción en UV para los 
α/β-epoxi derivados de estigmasterol, debido a que contienen solamente un 
doble enlace en la cadena lateral, mientras que otros productos de oxidación 
de estigmasterol contienen un doble enlace en la estructura del anillo y uno 
en la cadena lateral.  
No obstante, los métodos de detección en cromatografía líquida con los 
detectores comúnmente aplicados no destructivos, requieren la separación 
previa de los distintos óxidos de EV, y esto restringe la determinación de los 
diferentes óxidos en el mismo análisis. Sin embargo, en los alimentos y en 
los ingredientes de EV utilizados en alimentos, están presentes diferentes EV 
y por lo tanto, su oxidación conduce a mezclas complejas de productos de 
oxidación (Kemmo et al., 2008). 
Kemmo et al. (2007) desarrollan un método HPLC-MS para la 
determinación de óxidos de estigmasterol y colesterol, así como sus 
hidroperóxidos. El espectrómetro de masas utilizado es un cuadrupolo de 
trampa iónica y aplican APCI, siendo este método mucho más sensible que 
el HPLC-UV-FL. Posteriormente Kemmo et al. (2008) aplican este mismo 
método (HPLC-APCI-MS) para la determinación de óxidos de β-sitosterol, 
campesterol, estigmasterol y brassicasterol.  
Señalar que en HPLC, la fase estacionaria utilizada es sílice, debido a 
su capacidad para separar los isómeros posicionales y epiméricos, cosa que, 
no es posible para las columnas de fase inversa (específicas para tamaño y 
grupo alquilo) (Kemmo et al., 2005). La fase móvil más utilizada es n-
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heptano-isopropanol (Säynäjoki et al., 2003; Kemmo et al., 2005; Kemmo et 
al.,  2007 y Kemmo et al.,  2008). 
La utilización de HPLC en el análisis de óxidos de EV se orienta, en 
los últimos años, hacia la identificación y determinación de productos de 
oxidación menos polares, polímeros o productos de mayor peso molecular. 
Los productos de oxidación derivados de hidroperóxidos predominan a 
temperaturas moderadas (≤ 100 °C), pero a temperaturas cercanas a 200 °C, 
los hidroperóxidos se descomponen al instante y las reacciones térmicas, 
tales como, deshidratación y condensación, se vuelven más importantes, 
formándose dímeros o polímeros de estos compuestos. (Lercker y 
Rodríguez-Estrada, 2002). Para el estudio de productos de oxidación 
terciarios (dímeros y polímeros) se han utilizado otras técnicas 
cromatográficas. Lampi et al. (2009) utilizan la cromatografía de alta 
resolución de exclusión molecular “High Pressure Size Exclusion 
Chromatography” (HPSEC) con detector de RI para el estudio de dímeros, 
polímeros y monómeros (POPs) de estigmasterol termo-oxidado. Los 
compuestos formados se separan previamente por SPE (de menor a mayor 
polaridad). Menéndez-Carreño et al. (2010) aplican el método de Lampi et 
al. (2009) para el estudio de óxidos de estigmasterol monoméricos, no 
polares o de polaridad media, mediante SPE separan estas fracciones, y con 
HPSEC separan los óxidos diméricos y poliméricos. La identificación y 
cuantificación de estos compuestos se realiza mediante GC-MS y GC(FID) 
respectivamente.  
Struijs et al. (2010) estudian la formación de compuestos diméricos de 
estigmasterol durante la termo-oxidación, mediante la obtención previa de 
las distintas fracciones con SPE, utilizando la técnica de HPSEC con 
detector RI y separación con HPLC en fase reversa con detectores UV y 
ELSD. La identificación se lleva a cabo con distintos sistemas para evaluar 
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la masa molecular. Rudzinska et al. (2010) aplican el mismo método para la 
determinación de oligomeros (dímeros, trímeros y monómeros) de β-
sitosterol durante la termo-oxidación, separan las fracciones por 
cromatografía de exclusión molecular “Size Exclusion Chromatography” 
(SEC) con detector ELSD e identifican los polímeros con HPLC-APCI-MS.  
Para el estudio de la estructura química de los dímeros no polares de β-
sitosterol formados durante la termo-oxidación,  Sosinska et al. (2013) 
obtienen las distintas fracciones con HPSEC previa obtención de la fracción 
no polar en columna de gel de sílice. Utilizan distintos detectores: NMR, IR, 
Raman y APCI-MS. Posteriormente, el mismo grupo (Sosinska et al., 2014) 
estudian todos los dímeros de β-sitosterol formados durante la termo-
oxidación; primero, en columna de gel de sílice, separan las fracciones no 
polares, de polaridad media y polares. Seguidamente, con HPSEC, aíslan en 
estas fracciones los dímeros a estudio. El análisis de los distintos dímeros lo 
realizan por HPLC en fase reversa y se identifican con MS, verificando las 
estructuras mediante NMR y espectroscopia de infrarrojo por transformada 
de Fourier. 
En la figura nº 9 y 10 se detallan el esquema del diseño experimental 
realizado en la presente tesis doctoral y la difusión de resultados. 
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Figura nº 10. Difusión de resultados.
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ABSTRACT 
 The content of plant sterol (PS) and their oxidation products 
(POPs) in eight ingredients used to enrich functional foods was studied. 
A gas chromatographic (GC) technique with mass-spectrometric 
detection was used for identification, while GC with a flame ionization 
detector (GC-FID) was used for quantification. β-Sitosterol was the most 
abundant phytosterol, and the main POPs found were derived from this 
compound (7R/β-hydroxysitosterol, 7-ketositosterol, and sitostanetriol). 
The total amount of POPs found in the ingredients ranged from 29.03 to 
110.02 μg/100 g PS. The β-sitosterol oxidation rates ranged from 10 to 
50 μg β-sitosterol oxides/100 g of β-sitosterol. In view of this low rate of 
oxidation in the ingredients tested, it can be concluded that the PS remain 
stable in these ingredients. Significant correlations (p < 0.01) were found 
between total oxysitosterols versus β-sitosterol contents (R2 = 86.5%) 
and between total POPs and total PS (R2 = 81.6%). 
 
KEYWORDS: Plant sterol oxidation products, POPs, phytosterol 
stability, gas chromatographymass spectrometry, functional ingredients  
 
INTRODUCTION 
 
 Plant sterols (PS: phytosterols/-stanols) are natural constituents of 
plants and have many essential functions in plant cells, in a way similar 
to cholesterol (cholest-5-en-3β-ol) in animal cells. Structurally, they are 
very similar to cholesterol but have a much lower intestinal absorption 
rate in humans. PS consumption (2 g/day) results in an approximately 9% 
reduction in LDL-cholesterol. PS also have beneficial effects upon other 
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lipid parameters (1). In the European Union, the use of PS and their esters 
in different food matrices is regulated by different Commission Decisions 
(2, 3). Recently, the European Commission authorized as a health claim 
that “plant sterols and plant stanol esters have been shown to 
lower/reduce blood cholesterol. High cholesterol is a risk factor in the 
development of coronary heart disease”(4). 
 A variety of commercial foods have been enriched with free or 
esterified PS, spreads being the first (and still the most common) 
commercial application of PS-enriched food. Like all unsaturated lipids, 
PS are liable to oxidation, giving rise to plant sterol oxidation products 
(POPs). To date, data on the biological effects of POPs are still scarce 
and sometimes contradictory. In some studies, no deleterious biological 
effects have been observed, with no reported POP genotoxicity. In other 
cases, however, POPs have been suggested to have cytotoxic effects, 
these being less severe than in the case of cholesterol oxidation products 
(COPs) (5). 
 The major sources of PS for current functional foods and dietary 
supplements are tall oil and vegetable oil deodorizer distillate. Tall oil is 
a byproduct of the Kraft pulping of wood to make paper and contains 
amixture of PS. The latter are extracted from tall oil soap, a residue from 
the paper pulping process, or from tall oil pitch. Vegetable oil processing 
involves refining, one of the stages of which is deodorization. The lower 
molecular weight compounds are eliminated in the deodorizer distillate 
by-product fraction. Free sterols are a major component (15-30%) of the 
contents of the deodorizer distillate fraction (6). 
 Obtainment of the deodorizer distillate by conventional or physical 
refining involves high temperatures (180-220 and 240-250 ºC, 
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respectively) (7), and separation of the sterol fraction from the distillate 
involves different processes that can reach temperatures ranging from 
150 to 240 ºC (8). Both conditions are favorable for POPs formation (9). 
POPs have been quantified in byproduct fractions from chemical refining 
and by-product distillate fractions from physical refining of edible fats 
and oils (limit of quantification 0.01 mg/100 g), for their use in animal 
feed formulations (10). However, industrial processing (chemical 
refining and deodorization) caused no increase in POPs of β-sitosterol 
((24R)-ethylcholest-5-en-3β-ol) in soybean oil at a detection level of 0.2 
ppm (11), and no POPs (from β-sitosterol and campesterol [(24R)-
methylcholest-5-en-3β-ol]) were detected in rapeseed oil at a detection 
level of 1 μg/g oil (12). 
 Contents of POPs in different crude and refined vegetable oils have 
been reported (9, 13-17). Once the PS are extracted, they are processed to 
be later incorporated into different food matrices. Therefore, PS storage, 
processing, and storage once PS are incorporated in different food 
matrices are stages susceptible for POPs formation. For this reason, PS 
ingredients manufacturers usually use a wide variety of delivery systems 
for the protection of the PS from degradation during processing and 
storage (18). Emulsion-based technologies and spray drying are currently 
the most common approaches employed for microencapsulation and 
delivery of functional lipophilic components into food (19). 
 To our knowledge, only one study has been published on the 
evaluation of the oxidation of PS in different vegetable oils added as 
microcrystalline PS suspensions prepared from wood-based fractions 
(16). 
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 Because of the scant information available on POPs formation and 
contents in PS sources used for the enrichment of foods, and considering 
that different ingredients can be used as sources of PS, we designed the 
present study to identify and quantify the PS and their oxidation products 
in eight ingredients currently used for the enrichment of foods with PS. 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
 Samples: Eight commercially available ingredients containing PS 
were used for this study. They were presented as esterified or free plant 
sterols from different sources (pine, soybean, rapeseed, soybean, corn, 
and sunflower oils), and in different physical states (powder, oil paste, 
and liquid emulsion). A description of their composition and other 
characteristics is provided in Table 1.  
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 Table 1. Ingredients Analyzed: Physical States, Composition, and 
characteristics Indicated by the Manufacturer 
 
 Chemicals: For the standards of PS, 5β-cholestan-3R-ol 
(epicoprostanol) (purity 95%) was used as internal standard (IS) in 
phytosterol determination, (24S)-ethylcholest-5,22-dien-3β-ol 
(stigmasterol) (purity 95%), (24R)-ethylcholest-5-en-3β-ol (β-sitosterol) 
(purity 95%), and 24α-ethyl-5α-cholestan-3β-ol (stigmastanol) (purity 
97.4%) were from Sigma Chemical Co. [St. Louis, MO]. (24S)-
Methylcholest-5,22-dien-3β-ol (brassicasterol) (purity 98.6%) and (24R)-
Ingredient Source 
Sterols purity 
(manufacturer) 
Other compounds 
Physical 
state 
1 
Soy  
(free sterols) 
Min 25% 
Malt dextrin, inulin, citric 
acid, preservatives 
Liquid 
2 
Pine tree  
(tall-oil)  
(free sterols) 
Min 25% 
Malt dextrin, inulin, citric 
acid, preservatives 
Liquid 
3 
Pine tree  
(tall-oil) 
(free sterols) 
68-75% 
Malt dextrin, inulin, 
sucrose ester 
Powder 
4 
Soy  
(free sterols) 
68-75% 
Malt dextrin, inulin sucrose 
ester 
Powder 
5 
Soybean, 
rapeseed, 
sunflower,  
corn oil  
(sterol esters) 
43.9% 
glucose syrup, sodium 
caseinate, tocopherol-rich 
extracts, ascorbyl 
palmitate, sodium 
ascorbate 
Spray dry 
powder 
6 
Soybean, 
rapeseed, 
sunflower,  
corn oil  
(sterol esters) 
86-92% skimmed milk powder 
Spray dry 
powder 
7 
Sunflower,  
tall-oils  
(free sterols) 
12% 
Emulsifier, stabilizer, 
preservatives 
Soft, 
spreadable 
8 
Sunflower,  
tall-oils  
(free sterols) 
30% Antioxidants 
Soft, 
spreadable 
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methylcholest-5-en-3β-ol (campesterol) (purity 98.6%) were purchased 
from Steraloids [Newport, RI], and (24R)-ethylcholest-5-en-3β-ol (β-
sitosterol) (purity 60% β-sitosterol and 30% campesterol) was from 
Fluka [Buchs, Switzerland]. 
 5α-Cholest-5-en-3β,19-diol (19-hydroxycholesterol) (purity 95%) 
from Sigma Chemical Co. was used as IS in POPs determination. 
Cholest-5-ene-3β,7α-diol (7α-hydroxycholesterol) (purity 98.6%), 
cholest-5-ene-3β,7β-diol (7β-hydroxycholesterol) (purity 95%), 5α,6α-
epoxycholestan-3β-ol (α-epoxycholesterol) (purity 80%), 5β,6β-
epoxycholestan-3β-ol (β-epoxycholesterol) (purity 98%), and cholestane-
3β,5α,6β-triol (cholestanetriol) (no purity information) from Sigma 
Chemical Co. were used as standards of COPs. (24S)-Ethylcholest-5,22-
dien-3β-ol-7-one (7-ketostigmasterol) (purity 98.6%) was from 
Steraloids. 
 All reagents were analytical grade. Chloroform, diethyl ether, 
methanol, anhydrous sodium sulfate, acetone, 2-propanol, and anhydrous 
pyridine were purchased from Merck & Co., Inc. [Whitehouse Station, 
NJ]. Potassium hydroxide was purchased from Poch, S.A. [Sowinskiego, 
Poland], potassium chloride was from Panreac [Barcelona, Spain], and n-
hexane was from J.T. Baker [Deventer, The Netherlands]. The silylating 
reagents hexamethyldisilazane (HMDS) and trimethylchlorosilane 
(TMCS) were purchased from Fluka and Carlo Erba [Rodano, Italy], 
respectively. Ultrapure water was obtained by means of a Millipore Q 
water purification system [Milford, MA]. The Si-SPE (silica solid-phase 
extraction) cartridges (3 mL/500 mg) were purchased from Supelco 
[Bellefonte, PA]. Silica-gel thin-layer chromatography (TLC) plates (20 
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cm x 20 cm x 0.25 mm film thickness) were purchased from Merck & 
Co., Inc. 
 Determination of Plant Sterols: A weight of ingredient that yields 
approximately 30 mg of PS was taken. Saponification was performed 
according to the method described by Piironen et al. (20), with slight  
modifications. Briefly, IS was added (2000 μg of epicoprostanol) to the 
ingredient, and hot saponification (3 mL of 1NKOHin methanol 65 ºC 
during 1 h) was performed. The nonsaponifiable material was extracted 
with diethyl ether. 1/10 of the unsaponifiable material was subjected to 
derivatization with HMDS/TMCS in anhydrous pyridine (2:1:5) for 20 
min at 40 ºC. The trimethylsilyl ether (TMSE) derivatives obtained were 
dissolved in n-hexane, filtrated using a Millipore [Milford, MA] syringe-
driven Millex-FH (1 mL, 0.45 μm) filter unit, and evaporated with 
nitrogen. The TMSE derivatives were dissolved in 250 μL of n-hexane 
for chromatographic analysis. For quantification, 1μL was injected in a 
GC-FID (AutoSystem XL, Perkin-Elmer [Nortwalk CT]) equipped with a 
CP-Sil 8  low bleed/MS (50 m x 0.25 mm x 0.25 μm film thickness) 
capillary column (Chrompack- Varian [Middelburg, The Netherlands]). 
The oven temperature was initially held at 280 ºC for 20 min, raised to 
290 at 0.7 ºC/min, and held for 5 min, then raised to 320 ºC at rate of 30 
ºC/min and held for 45 min. The carrier gas was hydrogen (0.7 mL/min). 
The temperature of both the injector port and the detector was 325 ºC. A 
split ratio of 1:10 was applied. For PS identification, 1 μL was injected 
into a GC mass spectrometer (MS) (Trace GC-Ultra ITQ ion trap 900, 
Thermo Scientific [Waltham, MA]). Analysis was performed on a 
capillary TR-5 ms SGC capillary column (30 m x 0.25 mm id x 0.25 μm) 
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(Thermo Scientific), using hydrogen as the carrier gas (1 mL/min). The 
oven temperature was initially held at 250 ºC for 1 min, raised to 280 at 
0.8 ºC/min, and raised to 310 at 5 ºC/min and held for 5 min. The 
programmable temperature vaporization (PTV) injector was set at 
ballistic heating from 50 to 260 ºC at a 1:10 split ratio. The filament 
emission current was 70 eV, the ion source temperature was 250 ºC, and 
the scan range was 50-650 m/z. 
 For quantification, calibration curves of brassicasterol (9.86-59.16 
μg), campesterol (98-553 μg), stigmasterol (9.5-99.75 μg), and β-
sitosterol (703-2394 μg) containing 200 μg of IS (epicoprostanol) were 
performed. 
 Quantification of phytostanols was performed using the response 
factor calculated for stigmastanol versus epicoprostanol (IS).  
 Analytical Parameters: Limits of detection (LOD) and 
quantification (LOQ) for phytosterol determination were calculated. The 
LOD was calculated as 3 times the standard deviation of the noise, and 
the LOQ as 10 times the standard deviation of the noise, expressed in 
quantity, by running five blanks subjected to the same derivatization 
procedure as the study samples. 
 The accuracy of the method was evaluated by recovery assays. The 
PS content of three aliquots of one ingredient and another three aliquots 
added with 59.16 μg of brassicasterol, 19.95 μg of stigmasterol, and 1596 
μg of β-sitosterol standards (contents similar to those found in the 
ingredient) was determined. Recovery was calculated as: 
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 Precision was calculated as the relative standard deviation of three 
replicates of one ingredient. 
 Determination of Phytosterol Oxides: POPs Obtained by 
Thermo-oxidation. As standards of POPs are not commercially available, 
except for 7-ketostigmasterol, they were obtained by thermooxidation 
using the method described by Conchillo et al. (21) to identify POPs in 
the eight ingredients and to optimize the GC methods. Standard 
solutions: 1 mg/mL of β-sitosterol (purity 60%); 0.8 mg/mL campesterol; 
1 mg/mL stigmasterol were prepared, and each of them was placed in a 
different Petri dish. After the solvent was evaporated with nitrogen, they 
were heated at 150 ˚C for 2 h in an oven. 
 POPs derived from thermooxidation of β-sitosterol were separated 
by silica gel (TLC) according to their degree of oxidation and compared 
to a mixture of commercial standards of COPs (21). The corresponding 
bands from different β-sitosterol oxides were extracted three times with 
chloroform. 
 The POPs obtained by thermooxidation from campesterol and 
stigmasterol were purified by SPE according to the method described by 
Guardiola et al. (22) Briefly, a 0.5 g silica cartridge was activated by 5 
mL of n-hexane. The POPs obtained were dissolved in 100 μL of n-
hexane: diethyl ether (95:5 v/v) and loaded onto the column. 
Nonoxidized phytosterols were eluted with different mixtures of n-
hexane:ether, and finally the POPs were eluted out of the cartridge with 
acetone.  
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 The different TLC POP fractions from β-sitosterol, as well as the 
purified solutions from campesterol and stigmasterol, were subjected to 
silylation according to the same procedure applied to PS. The TMSE 
derivatives obtained were dissolved in 50 μL of n-hexane, and 1 μL was 
injected into a GC-FID using the same instrumental conditions as for PS, 
except that the last holding time at 320 ºC was lengthened by 20 min. 
 One microliter was also injected into the GC-MS. Identification of 
the POPs obtained from the TLC fractions from β-sitosterol, as well as 
the SPE purified solutions from campesterol and stigmasterol, was 
performed on the basis of the resulting fragmentation patterns and 
retention times used in previous studies (23) consulted in the literature 
(13, 15, 24, 25), as well as from the TLC elution pattern of POPs 
according to Conchillo et al. (21) The relative retention times, precursor 
and product ions, and optimized energy collision of the POPs identified 
by GC-MS are summarized in Table 2. 
 Application to Ingredients: The procedure for POPs analysis was 
adapted from the method proposed by García-Llatas et al. (23), with 
minor modifications. A weight of ingredient that provides approximately 
30 mg of PS was taken. IS (9.82 μg of 19-hydroxycholesterol) was added 
to the sample. Cold saponification at room temperature, in darkness, and 
under continuous agitation in an orbital shaker (IKA KS26, Stauffen, 
Germany) at 150 rpm was performed (10 mL of 1 N KOH in methanol 
for 18-20 h). The unsaponifiable material was extracted with diethyl 
ether, and 1/2 of the unsaponifiable material was subjected to purification 
by silica SPE according to ref (22). POPs were eluted with acetone. The 
purified fraction was then subjected to silylation. The TMSE derivatives 
obtained were dissolved in 40 μL of n-hexane, and 1 μL was injected into 
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the GC-MS for identification and the GC-FID for quantification 
purposes. Identification of different oxides was performed as described 
before. 
Table 2. Identification of Plant Sterol Oxides by GC-MS: Relative 
Retention Time (RRT), Precursor and Product Ions, and Optimized 
Collision Energy (CE) 
Plant sterol oxides RRTa Precursor ion CE Product ions 
β-Sitosterol 
7α-hydroxy 1.168 484 2.9 470, 469, 379, 233 
7β-hydroxy 1.45 484 2.9 470, 469, 379, 233 
α-epoxy 1.52 396 2 381, 367, 255, 213 
β-epoxy 1.56 396 2 381, 367, 255, 213 
triol 1.79 431 2.3 343, 341, 301 
7-keto 1.95 500 3.2 483, 410, 395 
Campesterol 
7α-hydroxy 1.14 470 2.9 456, 455, 442 
7β-hydroxy 1.27 470 2.9 456, 455, 442 
7-keto 1.73 486 3.3 485, 471, 470, 469, 381 
Stigmasterol 
7α-hydroxy 0.89 482 2.9 468, 467, 439, 327 
7β-hydroxyl 1.09 482 2.9 468, 467, 439, 327 
α-epoxy 1.21 500 2.5 4381, 486, 485, 481, 456, 410 
β-epoxy 1.23 500 2.5 485, 471, 457, 443, 410, 395, 
410 
7-keto 1.57 498 3 482, 409, 408, 394, 393 
a with respect to 19-hydroxycholesterol (IS), 19.7 min 
 Quantification of POPs was performed using the response factors 
calculated for their analogue COPs: 7β-hydroxycholesterol for 
hydroxyphytosterols, α-epoxycholesterol for epoxyphytosterols, 
cholestanetriol for triol-derivatives, and 7-ketocholesterol for 
ketophytosterols. The response factor for 7-ketoestigmasterol was 
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calculated and compared to that calculated for 7-ketocholesterol, to 
confirm the response factors of COPs and POPs. 
 Analytical Parameters: The LOD and LOQ for phytosterol oxides 
were calculated. 
 The LOD was calculated as 3 times the standard deviation of the 
noise, and the LOQ as 10 times the standard deviation of the noise, 
expressed in quantity, by running five blanks subjected to the same 
derivatization procedure as the study samples. 
 The accuracy of the method was evaluated by recovery assays. 
Three aliquots of an ingredient were spiked with 2.08 μg of 7β-
hydroxycholesterol, 0.92 μg of α-epoxycholesterol, and 4.58 μg of 7-
ketocholesterol standards (contents similar to those respective POPs 
found in the ingredient) were determined. Recovery was calculated as: 
 
 
  
 Precision was calculated as the relative standard deviation of three 
replicates. 
 
 Statistics: An ANOVA test (p < 0.05) was applied to total PS and 
individual PS contents among ingredients. The same evaluation was 
applied to total POPs and individual oxysitosterol contents among 
ingredients. When significant differences existed, a Tukey test was 
performed. 
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 Regression analyses were made to evaluate the total POPs contents 
in ingredients versus total PS and total oxysitosterols versus β-sitosterol 
contents.  
 The Statgraphics Plus version 5.1 [Rockville, MD] statistical 
package was used throughout. 
 
RESULTS AND DISCUSSION 
 
 Plant Sterols. Quantification and Analytical Parameters. 
Calibration curves and linear regression coefficients obtained for the 
different phytosterols, the response factors for phytostanols, and the 
analytical parameter results are reported in Table 3. 
 Accuracy, estimated by recovery assays and expressed in 
percentage as the mean ± standard deviation of three replicates, was 
125.41 ± 3.20 for brassicasterol, 114.82 ± 12.65 for stigmasterol, and 
105.18 ± 19.34 for β-sitosterol. 
 The analytical parameters obtained showed that the method was 
useful for PS determination in the ingredients studied. 
 The PS contents from the ingredients analyzed are summarized in 
Table 4. The PS totals ranged from 13.06 to 86.4 g/100 g of ingredient. 
Significant differences (p < 0.05) were found in total PS contents among 
all ingredients (see Table 4). Phytostanol contents were detected at 
amounts always lower than the respective phytosterols. The content of 
total phytosterols matched that declared in the information provided by 
the manufacturer. All ingredients (see Table 4) complied with current 
legislation regarding PS percentages: <80% β-sitosterol, <40% 
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campesterol, <30% stigmasterol, <3% brassicasterol, <15% sitostanol, 
<5% campestanol, <3% other sterols/stanols (2). 
Table 3. Plant Sterols and Plant Sterol Oxides Determination: 
Quantification Method and Analytical Parametersa 
 Quantificationa 
LOD 
(ng in assay) 
LOQ 
(ng in assay) 
Precisionb 
Plant  
sterols 
brassicasterol 
R
eg
re
ss
io
n 
eq
ua
tio
n 
y = 1.28x + 0.003 
R² = 0.9961 
0.34 1.12 1.23 
campesterol 
y = 1.313x + 0.002 
R² = 0.9993 
0.45 1.51 1.36 
stigmasterol 
y = 0.999x + 0.007 
R² = 0.9978 
0.81 2.68 1.72 
β-sitosterol 
y = 0.94x - 0.478 
R² = 0.9848 
0.73 2.43 2.09 
sitostanol 
R
es
po
ns
e 
fa
ct
or
b 
1.12 0.59 1.97 1.79 
stigmastanol 1.12 0.81 2.68 1.84 
campestanol 1.12 1.83 6.09 1.15 
Plant  
sterols  
oxides 
7α-OH-S 
1.14 
4.99 16.62 9.19 
7β-OH-S 6.17 20.55 3.67 
Triol-S 2.58 0.81 2.68 2.48 
7-K-S 
1.15 
2.33 7.76 3.00 
7-K-C 3.12 10.40 24.60 
7α-OH-S: 7α-hydroxysitosterol; 7β-OH-S: 7β-hydroxysitosterol; Triol-S: sitostanetriol; 
7-K-S: 7-ketositosterol; 7-K-C: 7-ketocampesterol. a y = analyte area/IS area, x = 
analyte content (µg), R2 = correlation coefficient2. LOD= limit of detection. LOQ= limit 
of quantification. bExpressed as relative standard deviation of three replicates. 
cCorrespond to COPs. 
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 The total content and profile of the PS ingredients differed according 
to the sample considered. When each PS was considered individually, 
significant differences (p < 0.05) were found among ingredients (see Table 
4). β-Sitosterol was the most abundant phytosterol, followed by campesterol 
and stigmasterol. The highest contents (over 10-fold higher than other 
ingredients) of stigmasterol in ingredients 1 and 4 may be attributed to their 
origin: soybean oil (the only oil in their composition) (see Table 1). It has 
been indicated that the stigmasterol content in soybean oil is greater than 
that in other edible plant or vegetable oils (26, 27), although the content 
varies according to the soybean genotype involved (26). 
 Brassicasterol was the least abundant sterol in the analyzed 
ingredients. It has been suggested that in rapeseed oil (Brassica species) the 
content is higher than in other types of oils (26-28). This explains the high 
brassicasterol contents in ingredients 5 and 6 that have rapeseed oil in their 
composition. 
 It has been reported that on comparing tall oils versus vegetable oils, 
the former have higher sitostanol levels and lower stigmasterol and 
brassicasterol levels (29). This coincides with the ranges found in our 
ingredients: ingredients 2 and 3 (see Table 1), which entirely come from tall 
oil, and ingredients 7 and 8, which have tall oil in their composition, 
generally presented the lowest contents of brassicasterol and stigmasterol, 
and higher contents of sitostanol (see Table 4). 
 Phytosterol Oxides. Quantification and Analytical Parameters. The 
COPs response factors, together with the analytical parameters of POPs, are 
reported in Table 3. As expected, the respons factor of 7-ketostigmasterol 
(Rf = 1.12) was similar to that of 7-ketocholesterol (Rf = 1.15). 
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 The LOD and LOQ obtained allowed the quantification of POPs 
found in the ingredients, and they were lower than those obtained by other 
authors (in the order of 0.05 μg) (13, 30).  
 Accuracy, estimated by recovery assays and expressed in percentage 
as the mean ± standard deviation of five replicates, was 116.27 ± 12.57 for 
7β-hydroxycholesterol, 114.26 ± 19.85 for α-epoxycholesterol, and 111.02 
± 2.49 for 7-ketocholesterol. 
 The identification of POPs was performed by GC-MS. 7α-
Hydroxysitosterol ((24R)-ethylcholest-5-ene-3β,7α-diol), 7β-
hydroxysitosterol ((24R)-ethylcholest-5-ene-3β,7β-diol), sitostanetriol 
((24R)-ethylcholestane-3β,5α,6β-triol), and 7-ketositosterol ((24R)-
ethylcholest-5-en-3β-ol-7-one), among others, were identified in all 
ingredients. These POPs were also clearly separated by GC-FID in all 
ingredients, as shown in Figure 1 (the peaks observed at 22.8 and 30.9 min 
correspond to silica compounds from the SPE step, as was confirmed by the 
corresponding blanks). In addition, 7-ketocampesterol ((24R)-
methylcholest-5-en-3β-ol-7-one) was identified only in ingredient 4, which 
was, besides ingredient 1, the ingredients with the highest campesterol 
content. The differences in the presence or not of 7-ketocampesterol 
between ingredients 1 and 4 could be attributed to the different efficacy of 
the delivery system (microencapsulated liquid emulsion in ingredient 1 vs 
microencapsulated powder in ingredient 4). 
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Figure 1. GC-FID chromatogram of POPs from ingredient number 3. The following POPs 
are identified: (1) 19-hydroxycholesterol (5α-cholest-5-en-3β,19-diol) (IS), (2) 7α-
hydroxysitosterol ((24R)-ethylcholest-5-ene-3β,7α-diol), (3) 7β-hydroxysitosterol ((24R)-
ethylcholest-5-ene-3β,7β-diol), (4) 6α-hydroxysitostanol ((24R)-ethylcholestane-3β,6α-
diol), (5) sitostanetriol ((24R)-ethylcholestane-3β,5α,6β-triol), and (6) 7-ketositosterol 
((24R)-ethylcholest-5-en-3β-ol-7-one). 
 
 In all of the ingredients, the following POPs were also identified: 6-
hydroxysitosterol (retention time (RT) = 32.3 min); 25-hydroxysitosterol 
((24R)-ethylcholest-5-ene-3β,25-diol) (RT = 35.5 min), 6α-
hydroxysitostanol ((24R)-ethylcholestane-3β, 6α-diol) (RT = 37 min), α/β 
epoxycampesterol ((24R)-5α/β, 6α/β-epoxy-24-methylcholestan-3β-ol) (RT 
= 39.2 min), and α/β epoxysitosterol ((24R)-5α/β,6α/β-epoxy-24-
ethylcholestan-3β-ol) (RT = 43.7 min). It should be noted that brassicasterol 
and stigmasterol oxides were not found in any ingredient. 
 POPs contents from the ingredients analyzed are shown in Table 5. 
The total amount of POPs found ranged from 1.70 to 27.12 mg/100 g of 
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ingredient or from 7.61 to 31.39 mg/100 g of PS. Regarding the total β-
sitosterol oxide contents, significant differences (p < 0.05) were found 
among all ingredients, as indicated in Table 5. 
 Among the eight ingredients tested, the percentage of oxidized relative 
to total β-sitosterol was < 0.046%. These oxidation percentages are of the 
same order as those reported by other authors (0-0.3% of oxidized β-
sitosterol) when assaying a triplamitin matrix or rapeseed oil spiked with β-
sitosterol free, esterified, or sitostanol standard. (14, 31) However, 
percentages are much lower than those published by Zhang et al. (15) in 
sunflower oil (2% of β-sitosterol oxidized), or those obtained by 
Grandgirard et al. (32), with 0.08% POPs in PS-enriched spread. 
 The identification and quantification of oxides of β-sitosterol (7α/β 
hydroxy, α/β epoxy, and 7-keto) in microcrystalline phytosterol (from 
wood-based fractions) suspension in different fats/oils, stored at 4 ºC during 
12 months, have been evaluated by Soupas et al. (16),  the recorded 
oxidation rates of β-sitosterol ranging between 0.01% and 0.05%. Thus, the 
formation of POPs did not seem to be a limiting factor for the manufacture 
and subsequent storage of these products. 
 From the results obtained (low rate of oxidation) in the ingredients 
tested, we can conclude that the PS remain stable in these ingredients. 
 When each oxysitosterol was considered individually and expressed as 
mg/100 g PS, significant differences (p < 0.05) were found among 
ingredients (Table 5). 
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 The large differences in total POPs contents and in the different 
oxide profiles found among the ingredients can be explained in terms of 
different obtainment processes, compositions, and physical states of the 
ingredients (powder, liquid) and the PS encapsulant materials, 
concentration, and chemical form (free or esterified to fatty acid). 
Because, these ingredients were acquired from different manufacturers, it 
is likely there were differences in the production processes used. In 
addition, we do not know whether they underwent storage before or after 
refining, or what the conditions of storage may have been. However, 
antioxidant presence does not seem to be related to lesser PS oxidation, 
because ingredients 5 and 8 present a high difference among them in 
POPs contents, ingredient 8 being one of the most oxidized samples 
(Table 5). 
 The main POPs found in the ingredients analyzed were derived 
from β-sitosterol (7α/β-hydroxysitosterol, 7-ketositosterol, and 
sitostanetriol). The presence of oxides originating only from β-sitosterol 
is attributed to the fact that it is the predominant sterol in all of the 
ingredients analyzed. Higher amounts of oxysitosterols have been 
detected in the refining of oils fractions, yielding greater amounts of β-
sitosterol in comparison with the quantities of other sterols present (10). 
 A significant correlation (p < 0.01) was found between total 
oxysitosterols versus β-sitosterol contents according to a double inverse 
model: total POPs = 1/(7.36825 + 4118.44/β-sitosterol), with correlation 
coefficient (R2) = 86.5%. When total POPs and total PS are considered, 
significant correlation was also obtained (p < 0.01), the best adjustment 
corresponding to the exponential model (R2 = 81.6%): total POPs = exp(-
6.40025 + 0.029054 x PS). 
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 7-Keto and 7-hydroxy derivatives were present in higher amounts 
than triol derivatives from β-sitosterol. This oxidative behavior agrees 
with the observations of previous studies of vegetable oils (12). It has 
been suggested that in vegetable oils 7α-hydroxy, 7β-hydroxy, and 7-
ketositosterol are the main oxides in the first stage of oxidation and start 
to decrease when other oxides are formed (17). This suggests that the 
eight ingredients tested are all in the first oxidation stage. Additional 
studies in different food matrices would be useful for studying the 
oxidation behavior of each ingredient. 
 Sitostanetriol was found to be present in similar amounts in 
ingredients 3-8, while in ingredients 1 and 2 it was less abundant. These 
contents do not seem to be related to the source of PS. Triol derivatives 
have been detected in by-product obtained from chemical or physical 
refining of edible fats and oils (10). 
 In ingredients 1 and 4 composed entirely of soy, 7α-hydroxy, 
7-keto, and triol were the main POPs, followed by 7β-hydroxy. In the 
ingredients 5-8 that contain sunflower oil, 7-keto was the main POP, 
followed by 7β-hydroxy and 7α-hydroxy in similar amounts, except for 
ingredient 5, where the 7-hydroxy and 7-keto contents were lower and 
sitostanetriol was the most abundant. These profiles fall in the ranges 
found for sunflower oils (13, 15, 17, 24). A significant correlation (p < 
0.01) between β-sitosterol and sitostanetriol contents was found 
according to a logarithmic model: Sitostanetriol=-0.440782+1.40817 x 
ln(β-sitosterol), with R2 = 59.8%. 
 All of the ingredients analyzed in our study had undergone a 
refining process. It has been shown that during the process of bleaching, 
7-ketositosterol is generated from 7-hydroxysitosterol (24). The 
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deodorization does not appear to affect the total POP contents (33). In 
this same sense, Rudzinska et al. (34) reported that in degumming, 
neutralization and bleaching of rapeseed oil increase the POP contents, 
the predominant representatives being the 7β-hydroxy derivatives and α-
epoxy derivatives. Subsequent storage of the refined oil appears to have 
less of an effect upon POPs content. Bortolomeazzi et al. (13) studied the 
influence of steps of the refining process on the stability of POPs 
contents from crude sunflower oil rich in POPs: in bleaching, the 7-keto 
derivative proved to be the most stable, whereas the 7α/β-hydroxy 
derivatives were more stable on the deodorization step.  
 We have not detected epoxy derivatives in the ingredients 
analyzed. In sunflower oil, epoxy derivatives from β-sitosterol and 
campesterol were quantified by Dutta (24); however, Zhang et al. (17) 
did not observe any epoxy and triol derivatives in sunflower, soybean, 
and rapeseed oils. In tripalmitin spiked with 1% β-sitosterol, only epoxy 
derivatives were detected when free β-sitosterol was added (14). 
 Enrichment of foods with PS (saturated or unsaturated) is difficult, 
because PS are insoluble in water and only poorly soluble in dietary fats. 
Esterification of PS with fatty acids increases their lipid solubility in the 
fat phase of foods (16). In our samples, only ingredient 5 contains 
esterified PS and constitutes one of the samples with the lowest oxidation 
rate (10.8 mg POPs/100 g PS) (Table 5). Ingredients 5 and 6, which 
come from the same PS source, have the same physical state but differ in 
PS esterification (Table 1); they have very different oxidation levels, 
oxidation being lower for esterified PS (ingredient 5). In this same sense, 
Soupas et al. (14) found a lower proportion of POPs in esterified 
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phytosterols added to tripalmitin matrix than when free phytosterols are 
used for tripalmitin enrichment. 
 In conclusion, in view of the low content of POPs in the analyzed 
ingredients, we see that the PS remain stable in the samples. It should be 
noted that the PS source ingredients for food enrichment can have 
different origins, with different obtainment methods and storage 
conditions. These variables are not always known; as a result, we 
consider it of interest to evaluate the oxidation state of PS present in the 
ingredients used by the food industry as a source of PS for food 
enrichment. 
 
ABBREVIATIONS USED 
 
ANOVA, analysis of variance; COPs, cholesterol oxidation products; 
EU, European Union; GC, gas chromatographic; GC-FID, gas 
chromatographyflame ionization detector; GC-MS, gas 
chromatographymass spectrum detector; HMDS, hexamethyldisilazane; 
IS, internal standard; LDL-cholesterol, low density lipoprotein-
cholesterol; LOD, limits of detection; LOQ, limits of quantification; 
POPs, plant sterol oxidation products; PS, plant sterols; PTV injector, 
programmable temperature vaporization injector; R2, correlation 
coefficient2; Rf, response factor; RT, retention time; Si-SPE, silica 
solidphase extraction; TLC, thin-layer chromatography; TMCS, 
trimethylchlorosilane; TMSE, trimethylsilyl ether. 
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ABSTRACT 
 Two different plant sterol (PS) sources (free PS from tall oil and 
esterified PS from vegetable oils) were used for manufacturing two types 
of functional beverages (fruit and milk-based fruit beverages), and their 
PS and phytosterol oxidation product (POP) contents were determined. 
Gas chromatography-tandem mass spectrometry (GC-MS/MS) was used 
for identification and gas chromatography-flame ionization detection 
(GC-FID) for quantitation purposes. Brassicasterol, campesterol, 
campestanol, stigmasterol, β-sitosterol and sitostanol were the quantified 
PS, conforming a profile in order with current legislation. The relative 
percentages of PS differed according to the enrichment source involved, 
though the enrichment levels (g/100 g beverage) were of the same order 
(1.77 from tall oil and 1.84 from vegetable oils). Only POPs from β-
sitosterol (the prevalent PS in the analyzed beverages) were detected - the 
predominant representative being 7β-hydroxysitosterol (39-58.5% of 
total POPs content). The following POPs were quantified: 7α-hydroxy, β-
epoxy, α-epoxy, and 7-ketositosterol, yielding a total POPs content 
ranging between 42.9-57.4 mg/100 g of PS. No statistically significant 
differences (p > 0.05) in total and individual POPs content according to 
the source of PS were found. The mean β-sitosterol oxidation percentage 
was < 0.07%, which reflected a low PS oxidation extent, though 
manufacture was on a laboratory scale regardless of the PS source used 
in enrichment of the functional beverages. These functional drinks 
therefore can be regarded as healthy food products and as an adequate PS 
vehicle as well.  
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chromatography, phytosterol stability, sterol oxidation; functional foods.  
 
INTRODUCTION 
Consumption of foods enriched with plant sterols (PS) (including 
phytosterols and phytostanols) may help reduce low-density lipoprotein 
(LDL)-cholesterol levels. PS consumption (2 g/day) results in a 
cholesterol reduction of approximately 9%, exerts beneficial effects upon 
other lipid variables and, in addition, PS have been described as anti-
inflammatory and anti-cancer compounds (García-Llatas & Rodríguez-
Estrada, 2011; Hernández-Mijares, Bañuls, Rocha, Morillas, Martínez-
Triguero, Víctor, Lacomba, Alegría, Barberá, Farré, & Lagarda, 2010; 
Marangoni & Poli, 2010).  
Plant sterols intake with the diet ranges from 150-440 mg/day, and 
can reach 1 g/day in vegans (García-Llatas & Rodríguez-Estrada, 2011). 
Since the diet alone is unable to offer the effective intake required to 
deliver the health benefits of PS, a large variety of commercial foods 
have been enriched with free or esterified PS, including spreads, which 
were the first commercial applications of PS-enriched foods. Since the 
approval of spreads in the European Union (EU), several more approvals 
have been issued for the addition of phytosterol to other food categories 
such as milk-based fruit beverages (European Food Safety Authority, 
2008). This kind of enrichment is a convenient and alternative way for 
consumers to obtain the daily recommended amount of PS for subjects 
with moderate hypercholesterolemia. In effect, these products can be 
regarded as healthy staple foods, since skimmed milk can be used for 
their formulation – thereby replacing milk fat with unsaturated fatty acids 
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used in PS esterification. Furthermore, fruit juices can provide vitamins 
and antioxidants as well (Normen & Frohlich, 2004).  
The main sources of PS for current functional foods and dietary 
supplements are tall oil, a by-product of the wood pulp industry, and 
vegetable oil deodorizer distillate. Tall oil contains a mixture of free and 
esterified PS in a proportion of less than 15%, whereas free sterols are a 
major component (15-30%) of the deodorizer distillate fraction obtained 
from refining plant or vegetable oils (Fernandes & Cabral, 2007; Moreau, 
2004).  
Like all unsaturated lipids, phytosterols are liable to oxidation, 
giving rise to a family of compounds termed oxyphytosterols or 
phytosterol oxidation products (POPs), which are structurally similar to 
cholesterol oxidation products (COPs) (García-Llatas & Rodríguez-
Estrada, 2011). While the negative biological effects of COPs have been 
extensively studied, and these compounds are now known to be 
implicated in the initiation and progression of major chronic diseases 
(atherosclerosis, neurodegenerative processes, diabetes, among others), 
the biological effects of POPs are still unclear and contradictory (García-
Llatas & Rodríguez-Estrada, 2011; Hovenkamp, et al., 2008; Otaegui-
Arrazola, Menéndez-Carreño, Ansorena, & Astiasarán, 2010; Ryan, 
McCarthy, Maguire, & O’Brien, 2009). As has been recently reported, 
the presence of POPs in enriched foods may come from the PS source 
used for enrichment (González-Larena, García-Llatas, Vidal, Sánchez-
Siles, Barberá, & Lagarda, 2011). Accordingly, several factors may 
contribute to their formation: the high temperatures involved in obtaining 
PS (Moreau, 2004), the different food characteristics (Ryan, et al., 2009), 
and the processing conditions employed after the addition of these 
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functional ingredients to different food matrices (Menéndez-Carreño, 
Ansorena, & Astiasarán, 2008; Soupas, Huikko, & Lampi, 2006).  
Plant sterol content has been determined in several milk beverages 
enriched with free or esterified PS (Laakso, 2005; Menéndez-Carreño, et 
al., 2008; Saraiva, Castilho, Martins, Noronha da Silveira, & Ramos, 
2011; Soupas et al., 2006,), and in orange juices fortified with sterol 
esters (Mezine, Zhang, Macku, & Lijana, 2003) and with a sterol 
concentrate (Clement, Hansen, Costin, & Perri, 2010). However, few 
studies to date have identified and quantified POPs in other foods, and 
the existing publications mostly focus on high lipid content matrixes 
(Bortolomeazzi, Cordano, Pizzale, & Conte, 2003; Dutta, 2002; Soupas, 
Huikko, Lampi, & Piironen 2007). In the case of dairy matrixes, 7-
ketositosterol contents have been determined as an indicator of 
phytosterol oxidation in milk-based infant foods (Zunin, Calcagno, & 
Evangelisti, 1998), and several POPs have been quantified in milk- and 
cereal-based infant foods (García-Llatas et al., 2008). Plant sterol 
stability in enriched dairy products was determined for the first time by 
Soupas et al. (2006), who reported POP contents in skimmed milk 
enriched with free or esterified PS. More recently, phytosterol oxides 
have been analyzed in commercial low-fat milk enriched with esterified 
phytosterols (Menéndez-Carreño et al., 2008).  
To the best of our knowledge, no studies have been made to 
identify and quantify POPs in milk-based fruit beverages and fruit 
beverages, and since the biological effects of POPs are still unclear, the 
present study was designed to identify and quantify PS and POPs in such 
functional beverages enriched with free or esterified PS of different 
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origins, with a view to confirming that these beverages are adequate PS 
vehicles.  
 
MATERIALS AND METHODS 
2.1. Reagents 
Standards: 5β-Cholestan-3α-ol (epicoprostanol) (purity: ≥ 95%) 
used as internal standard (IS) in PS determination, (24S)-ethylcholest-
5,22-dien-3-ol (stigmasterol) (purity: 95%), (24R)-ethylcholest-5-en-3β-
ol (β-sitosterol) (purity: 95%), 24α-ethyl-5α-cholestan-3β-ol 
(stigmastanol) (purity: 97.4%), cholest-5-ene-3β,7β-diol (7β-
hydroxycholesterol) (purity: 95%), 5β,6β-epoxycholestan-3β-ol (β-
epoxycholesterol) (purity: 98%) and cholest-5-en-3β-ol-7-one (7-
ketocholesterol) (purity: 90%), were from Sigma Chemical Co. (St. 
Louis. MO, USA). Cholest-5-ene-3β,19-diol (19-hydroxycholesterol) 
(purity: 95%) used as IS in POPs determination, cholest-5-ene-3β,7α-diol 
(7α-hydroxycholesterol) (purity: 98.6%), (24S)-ethylcholest-5,22-dien-
3β-ol-7-one (7-ketostigmasterol) (purity: 98.6%) and (24R)-
methylcholest-5-en-3-ol (campesterol) (purity: 98.6%) were purchased 
from Steraloids (Newport, RI, USA). (24R)-ethylcholest-5-en-3β-ol (β-
sitosterol, for POPs obtention by thermo-oxidation) (purity: 78.7% β-
sitosterol, with campesterol and sitostanol traces) was obtained from 
Fluka (Buchs, Switzerland).  
Chloroform, diethyl ether, methanol, anhydrous sodium sulfate, 
acetone, 2-propanol, and anhydrous pyridine were purchased from Merck 
& Co., Inc. (Whitehouse Station, NJ, USA). Potassium hydroxide (KOH) 
was from Poch, S.A. (Sowinskiego, Poland), potassium chloride (KCl) 
from Panreac (Barcelona, Spain), butylhydroxytoluene (BHT) from 
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Sigma Chemical Co. (St. Louis. MO, USA), and hexane from J.T. Baker 
(Deventer, The Netherlands). Silylating reagents: hexamethyldisilazane 
(HMDS) was from Fluka (Buchs, Switzerland), and trimethylchlorosilane 
(TMCS) from Carlo Erba (Rodano, Italy). All reagents were analytical 
grade. Ultrapure water was obtained by means of a Millipore Q water 
purification system (Milford, MA, USA). 
 
 Table 1. Fruit beverages: nutritional information and physicochemical 
characteristics per 100 mL. 
 
2.2. Samples  
 Two fruit beverages (Fb) and twomilk-based fruit beverages (MFb) 
were enriched with similar PS concentrations (1.7 g PS/100 g of 
beverage), using two different ingredients as source of PS (A: free PS 
fromtall oil, and B: esterified PS from soybean, rapeseed, sunflower and 
corn oils). Since PS are insoluble in water, both ingredients were 
presented inmicroencapsulated powder formsuitable for use in lowfat 
beverages. Due to the different matrix characteristics, the products were 
 
FbA FbMA FbB FbMB 
Energetic valor (KJ/Kcal) 340/80 304/72 354/83 311/73 
Proteins (g) 0.3 2.7 0.3 2.7 
Carbohydrates (g) 19.5 14.3 20.3 14.7 
Lipids (g) 0.1 0.4 0.1 0.4 
º Brix (20 ºC) 21.0 18.2 21.9 18.7 
Ascor 30.0 30.0 30.0 30.0 
Citric acid (g) 1.3 1.2 1.3 1.2 
PS source Free PS from tall oil 
Esterified PS from 
soybean, rapeseed, 
sunflower and corn oil 
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made by two distinct processes in the Pilot Plant of the Hero Global 
Technology Center located in Alcantarilla (Murcia, Spain), at laboratory 
scale. Briefly, Fb were made by mixing the microencapsulated PS with 
the fruit juices using high-speed mixing equipment at 27,000 rpm 
(Polytron PT2000, Kinematica AC, Switzerland), two-step 
homogenization (GEA Niro Soavi S.p.A, Italy) at 150 bars (100+50), 
pasteurization at 90 °C during 30 s and hot filling (at 80 °C) in 100 mL 
plastic bottles. These samples contained concentrated tangerine juice, 
water, banana puree, grape concentrate and banana flavor. MFb were 
manufactured in a way similar to Fb, except that the milk was previously 
acidified with part of the fruit juices and stabilized with a high-methoxyl 
pectin in order to prevent protein flocculation. MFb contained 
reconstituted skimmed milk, concentrated tangerine juice, stabilizer 
(pectin) and aromas. The total PS concentrations were 1.773 g PS/100 g 
beverage and 1.842 g PS/100 g beverage for samples enriched with 
sources A and B, respectively. The nutritional information and 
physicochemical characteristics of the samples are detailed in Table 1. 
2.3. Determination of plant sterols 
Lipids were extracted according to the procedure of Boselli, 
Velazco, Caboni, & Lercker (2001). A weight of sample providing 
approximately 60 mg of PS was taken. Lipids were extracted with 40 mL 
of a chloroform: methanol (1:1, v/v) mixture containing 0.05% of BHT 
(as antioxidant to avoid POPs artifact formation during saponification) 
and homogenized with a Polytron homogenizer (PT 2000, Kinematica 
AC, Switzerland) during 3 min at 250 W. After adding 20 mL of 
chloroform and mixing again with the Polytron, the sample was filtered 
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(Whatman no. 1, 90 mm, Maidstone, England) through a Buchner funnel. 
To the filtrate, 10 mL of 1M KCl solution was added and refrigerated 
overnight. Then, after phase separation, the chloroform phase was 
concentrated in a rotary evaporator and dried with nitrogen.  
The lipid fraction obtained (75 mg approximately) was processed 
by the method described by González-Larena et al. (2011). Briefly, IS (2 
mg of epicoprostanol) was added to the lipid fraction and hot 
saponification (3 mL of 1N KOH in methanol at 65 ºC during 1 h) was 
performed. The unsaponifiable material was then extracted with diethyl 
ether. A fraction of the unsaponifiable material (1/10) was subjected to 
derivatization with HMDS/TMCS in anhydrous pyridine (2:1:5). The 
trimethylsilyl ether (TMSE) derivatives obtained were dissolved in 
hexane, filtrated (syringe-driven Millex-FH filter unit, 1 mL, 0.45 µm 
Millipore, Milford, MA, USA), and evaporated with nitrogen. The TMSE 
derivatives, dissolved in 250 µL of n-hexane, were analyzed by gas 
chromatography-flame ionization detection (GC-FID) for identification 
and quantification purposes. One 1 µL was injected in a GC-FID 
(AutoSystem XL, Perkin-Elmer, Nortwalk, CT, USA) equipped with a 
CP-Sil 8 low bleed/MS (50 m x 0.25 mm x 0.25 µm film thickness) 
capillary column (Chrompack-Varian, Middelburg, The Netherlands). 
The oven was initially programmed at 280°C maintained during 20 min, 
heated to 290 °C at a rate of 0.7 °C/min, and kept during 5 min, then 
raised to 320 °C at rate of 30 °C/min. Finally, this temperature was 
maintained during 45 min. The carrier gas was hydrogen (0.7 mL/min). 
The temperature of both the injector port and the detector was 325 °C, 
and a split ratio of 1:10 was applied. PS were identified by comparing 
their retention times with those of the standards derivatized by the same 
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procedure as the samples. For quantification, phytosterol calibration 
curves of brassicasterol (9.9 - 59.2 µg), campesterol (98.6 - 550.2 µg), 
stigmasterol (9.5 - 99.8 µg) and β-sitosterol (700.6 - 2398.8 µg) 
containing 200 µg of IS (epicoprostanol) were performed. The linear 
determination coefficients (R2) obtained for the different phytosterols 
were > 0.989. Quantification of phytostanols (campestanol and 
sitostanol) was performed using the response factor (Rf = 0.879) 
calculated for stigmastanol standard (the only commercially available 
phytostanol) versus epicoprostanol (IS).  
2.4. Determination of phytosterol oxidation products 
Standards of POPs are not commercially available, except for 7-
ketostigmasterol. Therefore, for the identification of POPs in beverages, 
mixtures of β-sitosterol, campesterol and stigmasterol oxides were 
thermo-oxidized and identified by gas chromatography-tandem mass 
spectrometry (GC-MS/MS) (González-Larena et al., 2011). Their 
collision energies were optimized and the identifying parameters for each 
phytosterol oxide were obtained as reported elsewhere.  
For POPs determination in the samples, lipids were extracted with 
the same procedure as for PS (see section 2.3). With the lipid fraction 
obtained, we applied the method of González-Larena et al. (2011). 
Briefly, IS (9.82 µg of 19-hydroxycholesterol) was added to the extracted 
lipids. Cold saponification was performed at room temperature with 10 
mL of methanolic 1N KOH, in darkness and under continuous agitation 
in an orbital shaker (IKA KS26, Stauffen, Germany) at 150 rpm during 
18-20 h. The unsaponifiable material was extracted with diethyl ether. A 
fraction (1/2) of the unsaponifiable material was purified by SPE. The 
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acetone fraction obtained was then subjected to derivatization by 
silylation, using the method described for PS (see section 2.3). The 
TMSE derivatives obtained were dissolved in 40 µL of hexane, and 1 µL 
was injected into GC-MS/MS for identification and GC-FID for 
quantification purposes. The GC-FID instrumental conditions were the 
same as for PS, except that the last holding time at 320 ºC was 
lengthened by 20 min.  
Quantification of POPs was performed by comparing the peak 
areas of the IS (19-hydroxycholesterol) and their analog COPs, with 
calculation of the Rf: 7β-hydroxycholesterol (Rf = 1.14) for 
hydroxyphytosterols, β-epoxycholesterol (Rf = 0.72) for 
epoxyphytosterols, and 7-ketocholesterol (Rf = 1.15) for 
ketophytosterols. The Rf for 7-ketostigmasterol (1.12) was calculated and 
compared with that calculated for 7-ketocholesterol, to confirm the Rf 
values of the COPs with respect to the POPs. 
 
3. STATISTICAL ANALYSIS 
An ANOVA test (p < 0.05) was applied to total PS or POPs and 
individual PS or POPs contents to evaluate possible differences 
according to the PS enrichment source and type of sample involved. The 
Statgraphics Plus version 5.1 (Rockville, MD, USA) statistical package 
was used throughout. 
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4. RESULTS AND DISCUSSION
4.1 Determination of plant sterols
In the beverages subjected to study, the phytosterols campesterol, 
stigmasterol and β-sitosterol, and the phytostanols campestanol and 
sitostanol, were identified and quantified. In the MFbB and FbB samples 
(enriched with the source of esterified sterols), brassicasterol was also 
detected. As an example, Fig. 1 shows a GC-FID chromatogram of the 
PS in the MFbB sample.
Fig. 1. Plant sterol determination by GC–FID in milk-based fruit beverage (MFbB). 1: 
epicoprostanol (IS), 2: brassicasterol, 3: campesterol, 4: campestanol, 5: stigmasterol,
. : ȕ-sitosterol, and 7: sitostanol.
The PS contents of the analyzed beverages are summarized in 
Table 2. The PS totals ranged from 1.28-1.93 g/100 g of sample. The 
total PS contents of the beverages enriched with free PS (MFbA and 
FbA) were of the same order (1.34 g/100 g of sample) and 21.4% and 
27.7% lower than the theoretical formulation (1.77 g PS/100 g beverage), 
respectively. The PS content of the MFbB and FbB samples (1.68 g/100 
g sample) was higher than in A samples and more similar to the 
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theoretical formulation specifications (1.84 g PS/100 g), though in the 
fruit beverage (FbB) the PS content obtained was 22.6% lower. These 
observations could be attributed to several factors related to the 
processing conditions used at laboratory scale (such as speed of mixing, 
homogenization pressure and steps, time and temperature), or/and the 
stability/biocompatibility of the delivery system of each ingredient with 
food matrices used in this study. As an example, rupture of the 
encapsulated material due to one of the above mentioned factors may 
release the PS into the food matrix, and since PS are not water soluble, 
higher proportions of PS may be found on the surface. Thus, non-
homogeneous dispersion of the PS may cause sampling error and would 
justify the presence of statistically significant differences (p < 0.05) in 
total PS contents and in individual contents of β-sitosterol, campesterol, 
stigmasterol, campestanol and β-sitostanol, according to the source of PS 
used for enrichment, as well as, when considering the type of sample 
factor. 
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Table 2 Phytosterol and phytostanol contents (values are expressed as 
mean ± standard deviation of three replicates).  
 
PS: plant sterols; ND: not detectable; FbA and FbB: Fruit beverage enriched with plant 
sterol source A (tall oil) or B (vegetable oils), respectively; MFbA and MFbB: milk-
based fruit beverage enriched with plant sterol source A or B, respectively. 
 
In all the samples, β-sitosterol was the most abundant phytosterol 
(>70%), followed by campesterol and stigmasterol (see Table 2). In the 
samples in which brassicasterol was detected (MFbB and FbB), the 
concentrations of the latter were similar to those of stigmasterol. The 
presence of brassicasterol in samples enriched with B source (vegetable 
oils) may be due to the fact that the PS source composition includes 
rapeseed oil, which is rich in this phytosterol (Phillips, Ruggio, Toivo, 
Swank, & Simpkins, 2002; Piironen, Toivo, & Lampi, 2000). Low or 
undetectable brassicasterol contents and lesser contents of campesterol in 
tall oil versus vegetable oils have been described by Cantrill & 
Kawamura (2008). These observations coincide with our own results, 
with 2.2- and 3.7-fold higher campesterol and campestanol contents, 
 MFbA MFbB FbA FbB 
 Total PS (g/100 g beverage) 
 1.393 ± 0.032a 1.930 ± 0.322 b 1.281 ± 0.023 a 1.425 ± 0.098 a 
 Relative percentages (g/100 g PS) 
Brassicasterol ND 1.81 ± 0.10a ND 1.90 ±  0.04 a 
Campesterol 5.69 ± 0.17a 12.71 ± 0.40b 5.64 ± 0.07 a 12.78 ± 0.11 b 
Stigmasterol 1.49 ± 0.16a 1.71 ± 0.07ab 1.54 ± 0.23 a 1.98 ± 0.00 b 
β-Sitosterol 79.10 ± 0.22a 75.50 ± 1.40b 79.30 ± 0.13 a 70.63 ± 0.77c 
Campestanol 1.26 ± 0.11a 2.88 ± 0.39b 1.35 ± 0.22 a 4.58 ± 0.24 c 
Sitostanol 12.47 ± 0.22a 5.37 ±0.68b 12.18 ± 0.38 a 8.13 ± 0.38 c 
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respectively, in the samples containing sterol source B (vegetable oils) 
than in those containing sterol source A (tall oil). 
Phytostanol contents were detected at amounts always lower than 
the respective phytosterols. Sitostanol was more abundant than 
campestanol, with a 1.5- to 2.3-fold higher concentration in the samples 
containing sterol source A (tall oil) versus the samples containing sterol 
source B (vegetable oils). This coincides with the observations of Cantrill 
& Kawamura (2008), who reported higher phytostanol contents in oils 
from tall oil than from vegetable oils. In this sense, in samples enriched 
with A source (free sterols from tall oil), the PS profile obtained (β-
sitosterol > sitostanol > campesterol > campestanol) (Table 2) also 
agrees with those reported by Maki et al. (2003) and Jones, Vanstone, 
Raeini-Sarjaz, & St-Onge (2003) in beverages enriched with ingredients 
of tall oil origin, although no campesterol in the beverages of Jones et al. 
(2003) was reported.  
The differences found in the sterol profile in PS-enriched 
foodstuffs in the literature in comparison with our own samples could be 
attributed to the origin of the sterols used in enrichment, as recently 
confirmed by Gonzalez-Larena, et al. (2011) in several PS ingredients. In 
two studies with orange juices, samples enriched with esterified PS 
(Mezine, et al., 2003) (PS origin not specified) and PS from vegetable 
oils (Devaraj, Jialal, & Vega-López, 2004), a PS profile in which the 
predominant representative was β-sitosterol (40-50%) in a proportion 
lower than that found in our study (see Table 2) was reported. The 
percentage ranges in turn obtained for stigmasterol and campesterol were 
20-23% and 25-27%, respectively, which were far higher than the levels 
recorded in our samples.  
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It should be noted that in the European Union, PS enrichment of 
milk-based fruit beverages is allowed, though addition to fruit beverages 
has not yet been approved. In contrast, in other countries such as Canada, 
the United States and New Zealand, the enrichment of fruit beverages is 
permitted. As can be seen in Table 2, the beverages comply with PS 
profiles specified by the European Commission (European Commission 
Decision 2004/336) for milk-based fruit beverages, since the PS contents 
are lower than the maximum authorized level (3 g of PS per container or 
daily serving), and the relative percentages of each phytosterol abide with 
the legal specifications: <80% β-sitosterol, <40% campesterol, <30% 
stigmasterol, <3% brassicasterol, <15% sitostanol, <5% campestanol, 
<3% other sterols/stanols.  
4.2. Determination of phytosterol oxidation products 
A GC-FID chromatogram of the POPs identified in MFbB is shown 
in Figure 2. Only POPs corresponding to β-sitosterol were detected (7α-
hydroxysitosterol, 7β-hydroxysitosterol, α- and β-epoxysitosterol and 7-
ketositosterol), which would agree with the fact that it is the predominant 
sterol in the analyzed beverages (see Table 2). Regardless of the sterol 
source used in enrichment, the same oxides were detected in all the 
samples. 
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Fig. 2. Phytosterol oxidation product determination by GC–FID inmilk-based fruit 
beverage (MFbB). 1: 19-hydroxycholesterol (IS), 2: 7Į-hydroxysitosterol, 3: 7ȕ-
hydroxysitosterol, 4: ȕ-epoxysitosterol, 5: Į-epoxysitosterol, and 6: 7-ketositosterol.
The POPs contents are shown in Table 3. The prevalent oxide was 
7β-hydroxysitosterol (39-58.5% of total POPs), followed by 7-
ketositosterol (13.6-23.7%) - except in MFbA, where the second most 
abundant oxide . as β-epoxysitosterol (24.6%), with a percentage similar 
to that of 7-ketositosterol. In the samples containing milk (MFbA and 
MFbB), the β-epoxysitosterol content was greater than that of 7α-
hydroxysitosterol, while in the samples without milk (FbA and FbB) this 
order was seen to be inverted. The total amount of POPs found ranged 
between 42.9 mg/100 g of PS in sample MFbB and 57.4 mg/100 g of PS 
in MFbA (or between 0.58 and 0.83 mg/100g beverage). There were no 
statistically significant differences (p > 0.05) in total POP contents or in 
the different oxides according to the sterol source used for enrichment 
(free (A) or esterified (B)).
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In a tripalmitin matrix (Soupas, Huikko, Lampi, & Piironen, 2005), it 
was reported that at low temperatures (≤ 100 ºC) and times under 24 h, free 
β-sitosterol and campesterol oxidize to a lesser proportion than the esterified 
forms. At a temperature of 180 ºC, free PS oxidized slightly more than 
esterified PS. Moreover, the lowest proportion of POPs corresponded to 
sitostanol, independently of the temperature and of whether this PS was free 
or esterified. 
We know of no other studies identifying and/or quantifying POPs in 
food matrixes similar to those analyzed in the present study. As both MFbA 
and MFbB contain milk, the discussion of results can be made between the 
POP contents of our samples and the scant information available in the 
literature involving dairy matrixes. In milks enriched with phytosterols (free 
or esterified), Soupas et al. (2006) identified β-sitosterol oxides (hydroxide, 
epoxy and 7-keto derivatives), though only the 7-hydroxy and 7-
ketoderivatives were quantified. The total content, which was considered 
low, was 218 µg POPs/100 g of milk in the samples enriched with free 
phytosterols, and 203 µg POPs/100 g of milk in the samples enriched with 
esterified phytosterols – such contents being lower than those recorded in 
our study. The lesser enrichment in phytosterols (0.5%) versus that used in 
our study (1.77-1.84%) would justify the observed differences in POPs 
contents. Accordingly, Menéndez-Carreño et al. (2008) detected total POP 
contents of 180 µg/100 g in an enriched milk with phytosterol esters (0.3%), 
which is similar to the observations of Soupas, et al. (2006). Regarding 
individual POP abundance, 7β-hydroxysitosterol was the main POP, 
followed by 7-ketositosterol Menéndez-Carreño et al. (2008). However, and 
regardless of the chemical PS form (free or esterified), the prevalent POP in 
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our beverages was 7β-hydroxysitosterol. Hydroxy-, epoxy-, triol- and keto-
derivatives of β-sitosterol, campesterol and stigmasterol have been 
identified and quantified in phytosterol-enriched milk (Menéndez-Carreño 
et al., 2008), β-epoxy derivatives of β-sitosterol being more abundant than 
α-epoxy. This was also the case in our milk-containing samples (see Table 
3). 
In milk based infant foods not enriched with PS, Zunin, et al. (1998) 
reported 7-ketositosterol contents as a marker of phytosterol oxidation 
ranging between 5.8 – 115.8 µg/ 100 g of dried sample. In another study by 
our group, POP contents from β-sitosterol, stigmasterol and campesterol 
were determined in milk and cereal based infant foods (García-Llatas, et al. 
2008), resulting in 7-ketoderivatives of β-sitosterol > stigmasterol > 
campesterol. The total POP contents were low (0.9-16.1 µg of POPs/100 g 
of sample), though these foodstuffs were not enriched with PS. Unlike in the 
present study, the predominant oxide was 7-ketositosterol, followed by α-
epoxysitosterol. 
The mean oxidation percentages of β-sitosterol obtained from our 
samples, according to the source of PS used in enrichment, were low (0.069 
g POPs/100 g β-sitosterol for samples enriched with free PS (FbA and 
MFbA) and 0.068 g POPs/100 g β-sitosterol (for the source B samples (FbB 
and MFbB)). Thus, no difference in the β-sitosterol oxidation percentage is 
considered when free or esterified PS are used as enrichment source in these 
functional beverages prepared at laboratory scale. In the same way as in 
skimmed milk enriched with PS, similar oxidized β-sitosterol was reported 
with esterified phytosterols enrichment as with free phytosterols (0.09% 
versus 0.08%, respectively) (Soupas, et al., 2006). In a milk enriched with 
esterified phytosterols, (Menéndez-Carreño et al., 2008) a lower β-sitosterol 
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oxidation percentage (0.04%) was obtained. However, the oxidation 
percentages obtained both in our samples and in the mentioned studies 
involving milk matrixes can be considered low, independently of the PS 
source used for enrichment. Consequently, PS-enriched fruit and milk-based 
fruit beverages can be regarded as suitable PS vehicles. 
 
5. CONCLUSIONS 
 
Two different PS ingredients used for food enrichment were employed 
for manufacturing two types of functional beverages (milk-based fruit and 
fruit beverages). The PS profile and contents in the analyzed samples were 
concordant with current legislation, and reflected differences previously 
reported among diverse commercially available ingredients used for PS 
enrichment. The order of PS abundance was β-sitosterol > campesterol > 
stigmasterol ≈ brassicasterol. The PS oxidation stage in the samples, while 
slightly higher than others found in the literature referred to dairy products, 
was low regardless of the PS source used in enrichment – a fact that must be 
taken into account due to the existing inconclusive information on the 
biological effects of POPs. Only β-sitosterol oxides were detected, which is 
logical, since this is the predominant PS in the samples. The β-sitosterol 
oxidation percentage was around 0.07%, which reflects the limited extent of 
PS oxidation in the beverages, though laboratory scale conditions were used 
for producing them. In summary, the present paper for the first time offers 
information on the PS and POP contents in PS-enriched milk-based fruit 
beverages and fruit beverages, regarded as functional foods. Further studies 
are needed to evaluate PS stability and POP contents in enriched foods, and 
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their relation to the enrichment source used, as well as the physiological 
effects that may result from their consumption. 
  
ABBREVIATIONS 
 
BHT: butylhydroxytoluene; COPs: cholesterol oxidation products; EU: 
European Union; Fb: fruit beverages; GC-FID: gas chromatography-flame 
ionization detection; GC-MS/MS: gas chromatography-tandem mass 
spectrometry; HMDS: hexamethyldisilazane; IS: internal standard; KCl: 
potassium chloride; KOH: potassium hydroxide; LDL: low-density 
lipoprotein; MFb: milk-based fruit beverages; POPs: phytosterol oxidation 
products; PS: plant sterols; Rf: response factor; SPE: solid-phase extraction; 
TMCS: trimethylchlorosilane; TMSE: trimethylsilyl ether. 
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ABSTRACT 
 
 Plant sterols (PS) stability, antioxidant parameters, and color were 
studied during 6 months of storage at 4, 24, and 37 °C in three PS-
enriched functional beverages. Beverages were skimmed milk with fruit 
juice and PS (MFJPS), fruit juice and PS (FJPS), and skimmed milk with 
PS (MPS). No loss in total PS content occurred during storage observing 
the same values at any given storage time point. Total carotenoids 
decreased 36% with storage at two months and then remained stable. 
Total polyphenols showed fluctuations throughout the storage, remaining 
stable at 6 months and reaching initial values. The antioxidant capacity 
(TEAC method) increased 18% at 6 months, and there was an increase in 
color over time and temperature, probably due to Maillard reaction 
compound formation. The increase in total antioxidant capacity might 
have helped PS maintenance throughout storage, these beverages being a 
good PS source even after 6 months of storage. 
 
KEYWORDS: sterol-enriched beverage, functional foods, phytosterols, 
antioxidants, storage stability 
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INTRODUCTION 
 
 Plant sterols (PS) are currently used as functional food ingredients 
due to their protective effects, especially β-sitosterol, against colon, 
prostate and breast cancer, and their well-known total and low-density 
lipoprotein (LDL) cholesterol lowering activity (1). Indeed, controlled 
clinical trials have demonstrated that PS consumption (2 g/d) results in a 
cholesterol reduction of approximately 10% (2). 
 The first (and still the most common) PS-enriched commercial 
formulations were high fat food products (1). However, the enrichment 
of spreads or high-fat foodstuffs with PS is contrary to dietary 
recommendations aimed at decreasing the risk of cardiovascular diseases. 
Hence, low-fat and nonfat alternatives need to be developed. In this 
sense, there are some examples of low-fat drinking foodstuffs enriched 
with PS, such as nonfat or low-fat milks and yogurts (3−7) and different 
beverages (8−10) including PS fortified orange juice-based beverages 
(11, 12). 
 Prevention of lipid oxidation during processing and storage is 
essential to maintain the quality and safety of PS-enriched foods since PS 
are susceptible to oxidation like all unsaturated lipids, and a decrease in 
initial PS content could occur as a result. The oxidative process of the 
lipid fraction in foods during long-term storage can be influenced by the 
packaging materials, storage temperature, oxygen availability, exposure 
to light, as well as by the antioxidant and pro-oxidant contents. In this 
context, one way of improving the oxidative stability of PS enrichment in 
a food would be their inclusion in a matrix with natural antioxidant 
compounds. In this sense, fruit−skimmed milk beverages, where PS 
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enrichment is allowed (13), appear as a suitable way to fulfill this 
requirement because they are appropriate for complying with health 
recommendations (restrictions of simple carbohydrates and saturated 
fatty acids (milk fat) and consumption of unsaturated fatty acids (used in 
the formation of PS esters)) and are good sources of other bioactive 
compounds such as polyphenols and vitamins, which also possess 
antioxidant activity (14). 
 Although the PS profiles of several dairy products and juice 
beverages have been reported in the literature (7, 15, 16). there are few 
studies regarding PS stability during storage in enriched beverages. 
Evaluations have been made of phytosterol-enriched whole milk powder 
stored at room temperature and at 38 °C for 12 months, milk enriched 
with free and esterified phytosterols and phytostanyl esters stored in the 
dark at room temperature and at 4 °C for 6 months (5), and 
phytosterolenriched milk subjected to Schaal oven conditions (24 h/65 
°C, equivalent to one month of storage at room temperature) (6). 
However, as far as we are aware, no studies have evaluated PS stability 
in fruit−milk beverages, though it would be of special interest to check 
whether PS content is maintained stable during product shelf life to 
safeguard its potential bioactive properties. In addition, the relationship 
between PS stability and antioxidant parameters during storage is a 
relevant aspect that has not been addressed in food matrixes in literature 
so far. Besides, the stability of antioxidant parameters may be affected by 
processing and storage conditions (time and temperature) during the 
product shelf life. 
 The aim of the present study was to determine the effect of storage 
at 4, 24, and 37 °C during 6 months on PS stability (phytosterols/-stanols 
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content) in three PS-enriched beverages. Furthermore, the evolution of 
antioxidant parameters (total carotenoids, total polyphenols, and total 
antioxidant capacity) and color measurements were determined 
complementarily to ascertain their protective role on PS stability in these 
functional beverages. These results will improve the knowledge on PS 
stability during storage and the food matrix effect upon bioactive 
compounds (PS and antioxidants), which could be of interest for both 
consumers and food scientists and the industry. 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
 Reagents. For plant sterol determination, standards used were 5β-
cholestan-3α-ol (epicoprostanol) (purity ≥ 95%) used as internal standard 
(IS), (24S)-ethylcholest-5,22-dien-3-ol (stigmasterol) (purity 95%), 
(24R)-ethylcholest-5-en-3β-ol (β-sitosterol) (purity 95%), and 24α-ethyl-
5α-cholestan-3β-ol (stigmastanol) (purity 97.4%) from Sigma Chemical 
Co. (St. Louis. MO, USA) and (24R)-methylcholest-5-en-3-ol 
(campesterol) (purity 98.6%) purchased from Steraloids (Newport, RI, 
USA). Chloroform, diethyl ether, methanol, anhydrous sodium sulfate, 
acetone, 2-propanol, and anhydrous pyridine were purchased from Merck 
& Co., Inc. (Whitehouse Station, NJ, USA). KOH was from Poch, S.A. 
(Sowinskiego, Poland), KCl from Panreac (Barcelona, Spain), hexane 
from J.T. Baker (Deventer, The Netherlands), and butylated 
hydroxytoluene (BHT) was from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, 
USA). Silylating reagents: hexamethyldisilazane (HMDS) from Fluka 
(Buchs, Switzerland) and trimethylchlorosilane (TMCS) from Carlo Erba 
(Rodano, Italy). All reagents were of analytical grade. 
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 For antioxidant parameters determination, the reagents used were 
dipotassium peroxodisulfate, absolute ethanol, methanol, acetone, 
sodium hydrogen carbonate from Merck (Barcelona, Spain), hexane from 
J.T. Baker (Deventer, The Netherlands), 2,2′-azinobis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS)(≥ 99% 
purity), and 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid 
(Trolox) (97% purity) from Sigma Chemical Co. (Steinheim, Germany). 
Except for ABTS and Trolox, all the chemicals and 
- -
, S.A., Barcelona, Spain) was 
used throughout the experiments. 
 Samples. Three beverages enriched with free microcrystalline PS 
from tall oil (0.8 g PS/100 mL beverage) as a source of PS were 
manufactured in a pilot plant by HERO Spain, S.A.: skimmed milk with 
fruit juice and PS (MFJPS), composed of reconstituted acidified 
skimmed milk, tangerine fruit juice from concentrate, banana puree, 
grape juice from concentrate, and PS; fruit juice and PS (FJPS), 
composed of tangerine fruit juice from concentrate, banana puree, grape 
juice from concentrate, PS, and water to substitute skimmed milk; and 
skimmed milk with PS (MPS), composed of reconstituted acidified 
skimmed milk, PS, and water to substitute fruit juices. The nutritional 
composition of samples is shown is Table 1. Fruit beverages were heat 
treated at 100−115 °C for 15−30 s to obtain microbiologically stable 
foodstuff, and were packed under aseptic conditions into sterile 100 mL 
polypropylene plastic containers. Samples were analyzed just after 
manufacture (time 0) and were then stored at 4, 24, or 37 °C and 
analyzed at regular time intervals of 2 months until 6 months. The 
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storage time of 6 months was chosen because the manufacturer of PS-
enriched beverages indicated that within this period the organoleptic 
properties in samples are preserved. In addition, this is the common and 
usual turnover period of this kind of products in sales points, where 
products are stored no longer than 6 months. 
 
Table 1: Nutritional Composition of Plant Sterol-Enriched Beverages 
(Values Presented as per 100 g of Beverage) 
 MFJPS FJPS MPS 
Kcal 72 30 48 
Proteins 2.7 0.5 1.6 
Carbohydrates 14.3 6.1 2.5 
Fat 0.4 0.2 0.2 
  
Plant Sterols Determination. Lipids were extracted according to the 
procedure of Boselli et al. (17) A weight of sample (15 g) providing 
approximately 120 mg of PS was taken. Lipids were extracted with 80 
mL of chloroform/methanol (1:1, v/v) containing 0.05% of BHT (which 
was added as antioxidant to avoid PS oxide artifact formation during 
saponification) and homogenized with a Polytron homogenizer (PT 2000, 
Kinematica AC, Switzerland) during 3 min at 250 W. After adding 40 
mL of chloroform and homogenizing again, the sample was filtered 
(Whatman nº 1 90 mm, Maidstone, England) with a Buchner funnel. To 
the filtrate, 20 mL of 1 M KCl solution was added and refrigerated 
overnight. Then, the chloroform phase was concentrated in a rotary 
evaporator and dried with nitrogen. The lipid fraction was then 
reconstituted with hexane/2-propanol (4:1, v/v), dividing the sample into 
four aliquots for saponification. From here onward, the methodology 
employed and the chromatographic conditions used 
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-Larena et al.(18) For quantification, phytosterol 
calibration curves of campesterol (98.6−550.2 μg), stigmasterol 
(9.5−99.8 μg), and β-sitosterol (700.6−2398.8 μg) containing 200 μg of 
IS (epicoprostanol) were performed, with obtained linear regression 
coefficients of r2 > 0.985 for all analytes. Quantification of phytostanols 
(campestanol and sitostanol) was performed using the response factor (Rf 
= 1.12) calculated for stigmastanol standard versus epicoprostanol (IS). 
The accuracy of the method was investigated by analyzing MFJPS, FJPS, 
and MPS after the addition of 90 μg of campesterol, 60 μg of 
stigmasterol, 900 μg of β-sitosterol, and 190 μg of sitostanol standards 
before the saponification step and calculating the recoveries under 
consideration of the PS content of the unspiked sample (18). Accuracy, 
estimated by recovery assays and expressed as percentages as the mean ± 
standard deviation of three replicates, ranged for main plant sterols (β-
sitosterol, β-sitostanol, and campesterol) between 100 and 105% for MPS 
and MFJPS samples, and  between 79.3 and 82.7% for FJPS. In the case 
of stigmasterol, recovery percentages ranged between 126.4 and 75.9% 
for all samples studied. 
 Total Carotenoid Determination. For total carotenoid content 
determination, we used the colorimetric method described by Lee et al. 
(19) Briefly, 2.5 mL aliquots of beverages were mixed with 5 mL of the 
extracting solvent (hexane/acetone/ethanol, 50:25:25, v/v/v) and shaken 
vigorously during 1 min. Then, the mixture was centrifuged for 5 min at 
4000 rpm at 5 °C. The top layer of hexane containing the color was 
recovered and transferred to glass tubes protected from light and 
homogenized with a Pasteur pipet. After that, 1 mL of this supernatant 
was transferred to a 25 mL volumetric flask, and the volume was 
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completed with hexane. Total carotenoid was determined by measuring 
the absorbance at 450 nm in a UV−vis spectrophotometer (Lambda 2, 
Perkin-Elmer, Ueberlingen, Germany). Total carotenoid content was 
calculated as mg of β-carotene/100 mL of beverage using an extinction 
coefficient of β-carotene, E1% = 2505. 
 Total Polyphenol Determination. Total polyphenolic compounds 
were determined spectrophotometrically with Folin−Ciocalteu reagent 
according to the method of Cilla et al. (20), with slight modifications. 
Dilutions of 1:10 for fruit beverages with deionized water were used, 
followed by centrifugation at 11000 rpm for 5 min at 4 °C. For the 
colorimetric assay, to 100 μL of supernatant we added 3 mL of Na2CO3 
solution (2% w/v) and 100 μL of Folin−Ciocalteu’s phenols reagent 
(50% v/v). After incubation for 1 h in darkness at room temperature, 
absorbance detection was carried out at 765 nm using a UV−vis 
spectrophotometer. Results were expressed as milligrams of gallic acid 
equivalents (GAE) per liter. To remove possible interferences of milk in 
the Folin−Ciocalteu method, the value obtained for the MPS sample 
(with the same milk content as the MFJPS sample) was subtracted from 
that of the MFJPS sample. 
 Total Antioxidant Capacity (TAC) Determination. The TAC of 
the beverages was measured by using the Trolox equivalent antioxidant 
capacity (TEAC) method for hydrophilic (as described by Cilla et al. 
(20)) and -Alonso et al. (21)) extracts. 
Briefly, a stable stock solution of ABTS•+ was generated by reacting 7 
mM ABTS with 140 mM potassium persulfate and allowing it to stand 
for 12−16 h in the dark at room temperature. The ABTS•+ working 
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solution was prepared by diluting the stock solution with ethanol to attain 
an absorbance of 0.700 ± 0.020 at 734 nm, measured at 30 °C. 
Afterward, 2 mL of this solution was pipetted in a spectrophotometric 
cell, and the absorbance was read at this initial point of reaction (A0) in a 
thermostatized UV−vis spectrophotometer (Lambda 2). Samples were 
diluted with distilled−deionized water to obtain a percentage inhibition of 
absorbance of approximately 50%. Then, 100 μL of hydrophilic, 
lipophilic, or the Trolox standard solutions (ethanolic solutions between 
0 and 250 μM) was added, and the absorbance was measured at the end 
time of 3 min (Af). Percentages of absorbance inhibition were calculated 
as follows: (1 − Af/A0) × 100. Results for TAC (sum of hydrophilic plus 
lipophilic antioxidant capacity) were expressed as μM Trolox. To obtain 
the hydrophilic extract, beverages were diluted 1:10 with deionized water 
and centrifuged at 11000 rpm for 5 min at 4 °C. The supernatant was 
tested for TAC. The lipophilic extracts, in turn, were obtained by 
homogenizing 1 mL of beverage with 9 mL of the 
hexane/acetone/methanol mixture (2:1:1, v/v/v) for 30 min protected 
from light. Then, 7.5 mL of water was added, and the mixture was 
centrifuged at 5000 rpm for 5 min. The top layer containing the lipophilic 
fraction was transferred into a 10 mL volumetric flask and the volume 
completed with hexane. Finally, a 1 mL aliquot of the lipophilic fraction 
was dried under a nitrogen stream and then reconstituted in 0.5 mL of 2-
propanol before being analyzed for TAC. 
 Color Determination. Color was measured using a Hunter 
Labscan II Colorimeter (Hunter Associates Laboratory, Inc.). Results 
were expressed according to the CIELAB system with reference to 
illuminant D65 and a visual angle of 10°. The parameters determined 
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were L* (luminosity or brightness: L* = 0 black and L* = 100 white), a* 
(red-green component: −a* = greenness and +a* = redness), and b* 
(yellow-blue component: −b* = blueness and +b* = yellowness). The 
difference in color between two samples (ΔE) was given by the 
expression: ΔE = [(ΔL*)2 + (Δa*)2 + (Δb*)2]1/2 (22). To evaluate color 
changes, ΔE* was calculated, where L*, a*, and b* values at the 
considered storage time were taken with respect to those obtained in just 
manufactured samples (time zero). 
 Statistical Analysis. The sample determinations were conducted in 
triplicate, with values reported as means ± standard deviation. Three-way 
(sample, temperature, and storage time) analysis of variance (ANOVA) 
was applied to the results obtained, followed by Tukey’s posthoc test. A 
significance level of p < 0.05 was adopted for all comparisons. 
Statgraphics Plus, version 5.1 (Rockville, Maryland, USA), was used. 
 
RESULTS AND DISCUSSION 
 
 Plant Sterols. The phytosterol and phytostanol contents in the 
beverages analyzed are reported in Table 2. Because of the fact that all 
matrixes were enriched with the same source of PS (tall oil), they showed 
the same PS profile. Likewise, an example of the PS profile of one of the 
samples analyzed is shown in Figure 1. 
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Figure 1. Plant sterol determination by GC-FID in skimmed milk with tangerine fruit 
juice and plant sterols (MFJPS). 1, epicoprostanol (IS); 2, campesterol; 3, 
campestanol; 4, stigmasterol; 5, ȕ-sitosterol; 6, sitostanol.
Total PS contents ranged from 0.61 to 0.74 g/100 g sample, and β-
sitosterol (mean value of 0.524 g/100 g sample) was the most abundant 
phytosterol, followed by campesterol (0.038 g/ 100 g) and stigmasterol 
(0.010 g/100 g). In addition, two phytostanols were detected: sitostanol 
(0.082 g/100 g) and, to a lesser extent, campestanol (0.008 g/100 g); 
however, no brassicasterol was detected. The PS profile obtained agrees 
with that of the tall oil ingredient used as a source of PS in the 
enrichment of the beverages, previously characterized by our group (18).
This profile also agrees with the observations of previous studies in 
relation to tall oil enriched beverages. 
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Table 2. Plant Sterol Contents (g/100 g of Sample) in PS-Enriched 
beverages Just after Manufacture and after Storagea. 
 month temperature MFJPS FJPS MPS 
Campesterol 0  0.034 ± 0.001 0.040 ± 0.002 0.037 ± 0.004 
 2 4 ⁰C 0.037 ± 0.002 0.036 ± 0.001 0.037 ± 0.001 
  24 ⁰C 0.035 ± 0.003 0.039 ± 0.002 0.039 ± 0.002 
  37 ⁰C 0.038 ± 0.004 0.041 ± 0.002 0.037 ± 0.001 
 4 4 ⁰C 0.036 ± 0.002 0.040 ± 0.002 0.036 ± 0.002 
  24 ⁰C 0.037 ± 0.001 0.038 ± 0.001 0.042 ± 0.001 
  37 ⁰C 0.038 ± 0.001 0.037 ± 0.001 0.034 ± 0.002 
 6 4 ⁰C 0.037 ± 0.005 0.040 ± 0.001 0.038 ± 0.001 
  24 ⁰C 0.036 ± 0.001 0.038 ± 0.003 0.034 ± 0.001 
  37 ⁰C 0.038 ± 0.001 0.041 ± 0.001 0.038 ± 0.001 
Stigmasterol 0  0.010 ± 0.001 0.011 ± 0.001 0.010 ± 0.001 
 2 4 ⁰C 0.010 ± 0.001 0.010 ± 0.001 0.010 ± 0.001 
  24 ⁰C 0.010 ± 0.001 0.011 ± 0.001 0.011 ± 0.001 
  37 ⁰C 0.011 ± 0.001 0.011 ± 0.001 0.010 ± 0.001 
 4 4 ⁰C 0.010 ± 0.001 0.011 ± 0.001 0.010 ± 0.001 
  24 ⁰C 0.010 ± 0.001 0.010 ± 0.001 0.011 ± 0.001 
  37 ⁰C 0.011 ± 0.001 0.010 ± 0.001 0.009 ± 0.001 
 6 4 ⁰C 0.010 ± 0.001 0.011 ± 0.001 0.010 ± 0.001 
  24 ⁰C 0.010 ± 0.001 0.011 ± 0.001 0.009 ± 0.001 
  37 ⁰C 0.011 ± 0.001 0.011 ± 0.001 0.010 ± 0.001 
β-Sitosterol 0  0.486 ± 0.014 0.556 ± 0.036 0.514 ± 0.054 
 2 4 ⁰C 0.509 ± 0.02 0.505 ± 0.029 0.517 ± 0.015 
  24 ⁰C 0.495 ± 0.039 0.538 ± 0.036 0.551 ± 0.038 
  37 ⁰C 0.548 ± 0.064 0.561 ± 0.021 0.519 ± 0.021 
 4 4 ⁰C 0.496 ± 0.049 0.558 ± 0.031 0.507 ± 0.028 
  24 ⁰C 0.509 ± 0.013 0.520 ± 0.004 0.589 ± 0.008 
  37 ⁰C 0.503 ± 0.021 0.511 ± 0.017 0.492 ± 0.026 
 6 4 ⁰C 0.518 ± 0.071 0.566 ± 0.012 0.536 ± 0.026 
  24 ⁰C 0.496 ± 0.009 0.534 ± 0.039 0.477 ± 0.040 
  37 ⁰C 0.540 ± 0.020 0.569 ± 0.010 0.522 ± 0.009 
Campestanol 0  0.008 ± 0.001 0.009 ± 0.001 0.008 ± 0.001 
 2 4 ⁰C 0.008 ± 0.001 0.008 ± 0.001 0.008 ± 0.001 
  24 ⁰C 0.008 ± 0.001 0.009 ± 0.001 0.009 ± 0.001 
  37 ⁰C 0.009 ± 0.001 0.009 ± 0.001 0.008 ± 0.001 
 4 4 ⁰C 0.008 ± 0.001 0.009 ± 0.001 0.008 ± 0.001 
  24 ⁰C 0.008 ± 0.001 0.008 ± 0.001 0.009 ± 0.001 
  37 ⁰C 0.008 ± 0.001 0.008 ± 0.001 0.008 ± 0.001 
 6 4 ⁰C 0.008 ± 0.001 0.009 ± 0.001 0.009 ± 0.001 
  24 ⁰C 0.008 ± 0.001 0.009 ± 0.001 0.008 ± 0.001 
  37 ⁰C 0.008 ± 0.001 0.009 ± 0.001 0.008 ± 0.001 
Sitostanol 0  0.077 ± 0.002 0.088 ± 0.005 0.082 ± 0.008 
 2 4 ⁰C 0.079 ± 0.004 0.079 ± 0.004 0.081 ± 0.002 
  24 ⁰C 0.077 ± 0.006 0.083 ± 0.006 0.086 ± 0.006 
  37 ⁰C 0.085 ± 0.011 0.085 ± 0.002 0.081 ± 0.004 
 4 4 ⁰C 0.077 ± 0.008 0.086 ± 0.005 0.079 ± 0.005 
  24 ⁰C 0.080 ± 0.002 0.080 ± 0.002 0.090 ± 0.001 
  37 ⁰C 0.078 ± 0.003 0.080 ± 0.003 0.077 ± 0.004 
 6 4 ⁰C 0.080 ± 0.010 0.087 ± 0.002 0.083 ± 0.004 
  24 ⁰C 0.077 ± 0.001 0.083 ± 0.006 0.074 ± 0.001 
  37 ⁰C 0.084 ± 0.003 0.087 ± 0.001 0.081 ± 0.001 
aValues expressed as the mean ± standard deviation (n = 3). MFJPS = skimmed milk with fruit 
juice; FJPS = fruit juice; MPS = skimmed milk. 
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 In this sense, the PS profile reported by Maki et al. (8) was β-
sitosterol (44%) > sitostanol (25%) > campesterol (12%) > campestanol 
(6%), and Jones et al. (9) found β-sitosterol to be the most abundant PS, 
followed by sitostanol and campestanol. However, no campesterol in the 
beverages of Jones et al. (9) and no stigmasterol in both studies were 
detected. Furthermore, the percentage of the different PS obtained in our 
samples complied with current legislation: < 80% β-sitosterol, < 40% 
campesterol, < 30% stigmasterol, < 3% brassicasterol, < 15% sitostanol, 
< 5% campestanol, and < 3% other sterols/stanols (13). 
 A three-way ANOVA (sample, temperature, and time of storage) 
was applied to total PS and individual PS contents in the three PS-
enriched beverages. There were no significant differences considering 
time and temperature factors for total PS and individual PS. Therefore, 
no loss in initial total PS content had occurred during 6 months of 
storage, with values being the same at any given storage time point (see 
Table 2). Considering the sample factor, FJPS beverages showed higher 
values (p < 0.05) than the MFJPS samples for total PS content, with MPS 
samples not differing with both of them (Figure 2). Likewise, when each 
PS was considered individually, significant differences were found 
among samples. FJPS beverages showed a higher content (p < 0.05) than 
MFJPS samples for all individual PS studied. In addition, FJPS showed a 
greater content (p < 0.05) than MPS for all phytosterols (campesterol, 
stigmasterol, and β-sitosterol), but not for phytostanols (campestanol and 
sitostanol). Taking into account that PS were added with the same 
amount to the beverages, it seems that a probable matrix effect could 
explain the differences found among samples though these differences 
can be considered without physiological relevance. 
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Figure 2. Total and individual PS contents (g/100 g beverage). Tukey's test: intervals 
for the means (sample factor). Noncoincidences of letters in each plot indicate 
statistically significant differences. MFJPS: skimmed milk with fruit juice and plant 
sterols. FJPS: fruit juice with plant sterols. MPS: skimmed milk with plant sterols.
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 Therefore, the samples studied (MFJPS, FJPS, and MPS) were 
stable under the assayed conditions. Some nonsignificant decreases in PS 
contents of FJPS and MPS samples at 24 °C were detected, with 
variations no greater than 9%. These slight decreases in PS content 
during storage were of the same order as those reported by other authors. 
A study with a commercial milk enriched with phytosterols treated under 
Schaal oven conditions (65 °C/24 h, equivalent to one month of storage 
at room temperature) reported values only 4% lower than the control, due 
to the antioxidants (such as vitamin E) included in the formulation, in 
contrast to the greater decrease (60%) observed with a drastic heating 
treatment (90 °C/15 min); in both cases, there were statistically 
significant differences among treatments and with the control (6). 
Moreover, a study addressing the oxidative stability of PS in phytosterol-
enriched heat-treated milk stored during 6 months at room temperature 
(20 °C) and in a refrigerator (4 °C) (5) showed rather similar changes at 
both temperatures, with PS decreases between 1.3% and 10%. In both 
studies, the authors found low levels of several phytosterol oxidation 
products, but this fact did not imply an apparent drop in phytosterols 
amount; in this sense, their results were in agreement with the fact that 
PS stability was well guaranteed during the shelf life of the product. 
Antioxidant Parameters. Total carotenoids of beverages only 
containing fruit juice (MFJPS and FJPS) (since carotenoids content in 
MPS is negligible) enriched with PS during storage at 4, 24, and 37 °C 
over a 6 month period are presented in Table 3. 
 The mean total carotenoid contents of the samples analyzed in the 
present study comprised between 0.054 and 0.265 mg/ 100 mL, these 
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being values that fall within the range of 0.009 to 26.1 mg/100 mL 
previously described for different juice−milk beverages containing fruits 
of citrus origin in their formulation and marketed in Spain (23).  
 
Table 3. Total Carotenoids (mg β-Carotene/100 mL Beverage) and Total 
Polyphenols (mg GAE/100 mL Beverage) in PSEnriched Beverages Just 
after Manufacture and after Storagea  
aValues are expressed as the mean ± standard deviation (n = 3). MFJPS: skimmed milk 
with fruit juice and plant sterols. FJPS: fruit juice with plant sterols.  
 
 An ANOVA with three factors (sample, temperature, and time of 
storage) was applied to the results obtained (Figure 3). Considering the 
sample factor, FJPS beverages showed a total carotenoid content greater 
(p < 0.05) than that of MFJPS samples. In addition, the values decreased 
36% (p < 0.05) with storage time at two months and then remained stable 
Sample 0 months  2 months 4 months 6 months 
Total carotenoids 
MFJPS 
 4 ºC 0.097 ± 0.013 0.131 ± 0.021 0.136± 0.007 
0.112 ± 0.011 24 ºC 0.084 ± 0.004 0.082 ± 0.009 0.095 ± 0.008 
 37 ºC 0.067 ± 0.002 0.054 ± 0.006 0.059 ± 0.009 
FJPS 
 4 ºC 0.167 ± 0.004 0.178 ± 0.012 0.192 ± 0.013 
0.265 ± 0.043 24 ºC 0.165 ± 0.008 0.137 ± 0.030 0.167 ± 0.010 
 37 ºC 0.148 ± 0.006 0.156 ± 0.014 0.164 ± 0.008 
Total polyphenols 
MFJPS 
 4 ºC 601.16 ± 24.06 554.56 ± 29.40 579.42 ± 15.94 
705.86 ± 9.44 24 ºC 631.10 ± 26.28 630.67 ± 14.13 630.47 ± 23.39 
 37 ºC 613.63 ± 12.96 671.45 ± 38.54 603.67 ± 4.42 
FJPS 
 4 ºC 509.12 ± 30.24 542.60 ± 12.46 623.58 ± 15.94 
618.37 ± 40.33 24 ºC 540.30 ± 26.46 529.01 ± 33.95 674.63 ± 15.32 
 37 ºC 613.88 ± 36.91 640.46 ± 26.22 666.97 ± 13.26 
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until the end of the storage period (6 months), the degradation of 
carotenoids being greater (p < 0.05) at 24 and 37 °C than at 4 °C. The 
greatest reduction in total carotenoids (52%) (see Table 3) was observed 
in MFJPS stored for 4 months at 37 °C. This result is similar to that 
reported for a pasteurized orange juice−milk beverage stored for 42 days 
at 4 °C, with a 38% decrease in total carotenoids (24). However, Plaza et 
al. (25) reported small losses of total carotenoids (< 11%) in a 
pasteurized orange juice during 40 days of refrigerated storage at 4 °C. 
These authors relate the stability of carotenoids to the protection which 
ascorbic acid offers them against oxidation. In this sense, Choi et al. (26) 
reported that orange juice fortified with ascorbic acid (30 mg/100 mL) 
showed lower losses of total carotenoid content than the control juice 
(2.8% and 6.6%, respectively) after 7 weeks of storage at 4.5 °C. 
Nevertheless, in our study, the ascorbic acid contents were under 6 
mg/100 mL in all just manufactured samples because ascorbic acid was 
not added to the beverages, and samples were thermally treated for 
pasteurization, these being facts that would explain a lesser protection 
from total carotenoids degradation, hence the differences found with the 
above-mentioned study. 
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Figure 3. Total 
carotenoids (mg β-
carotene/100 mL 
beverage). Tukey's 
test: intervals of the 
means (sample, 
temperature, and time 
factor). 
Noncoincidences of 
letters in each plot 
indicate statistically 
significant differences.  
MFJPS: skimmed milk 
with fruit juice and 
plant sterols. FJPS: 
fruit juice with plant 
sterols.  
MPS: skimmed milk 
with plant sterols. 
  
 
 Results concerning the changes in total polyphenols of beverages 
only containing fruit juice (MFJPS and FJPS) (since in MPS are 
negligible) enriched with PS during storage at 4, 24, and 37 °C over a 6 
month period are presented in Table 3.  
 The mean total polyphenols of the PS-enriched beverages ranged 
between 509 and 706 mg GAE/L, in agreement with values reported for 
orange juices stored at 18, 28, and 38 °C during 6 months (507 to 684 mg 
CAE/L) (27) and for different juice−milk beverages containing fruits of 
citrus origin in their formulation (265 to 999 mg GAE/L) (23). According 
to the statistical analysis (three-way ANOVA) (Figure 4), MFJPS 
beverages had a higher (p < 0.05) total polyphenol content than their 
counterpart sample without milk.  
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Figure 4. Total 
polyphenols (mg GAE/L). 
Tukey's test: intervals of
the means (sample, 
temperature, and time 
factor). Noncoincidences 
of letters in each plot 
indicate statistically 
significant differences. 
MFJPS: skimmed milk 
with fruit juice and plant 
sterols. FJPS: fruit juice 
with plant sterols. MPS: 
skimmed milk with plant 
sterols.
However, considering the temperature factor, total polyphenols 
were surprisingly higher (p < 0.05) at 37 °C versus 4 °C. This same
behavior has been reported for commercial tomato juices, whose total 
phenolic and flavonoid contents were found to be higher at 37 °C than at 
8 and 22 °C after 8 months of storage (21). These authors attribute this 
observation to the hypothetical formation of the Maillard reaction 
products via nonenzymatic browning that can react with 
FoliníCiocalteu’s reagent, resulting in an overestimation of phenolic
compound content. In the case of the storage time factor, there were 
fluctuations in total polyphenols throughout the entire storage period. 
There was a decrease (p < 0.05) at two months that was maintained until 
four months, followed by recovery to initial values at six months. These 
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results were in agreement with those of Klimczak et al. (27) who reported 
a decline in total polyphenols of two commercial orange juices after four 
months of storage at 18, 28, and 38 °C, followed by a significant increase 
in these compounds at the end of storage (6 months), though without 
reaching the initial contents. Likewise, Piljac-Zegarac et al. (28) reported 
fluctuations in total polyphenols in different dark fruit juices during 29 
days of refrigerated storage at 4 °C without a lowering of the initial 
phenolic content. These authors (27, 28) consider that this phenomenon 
could be due to the formation of some compounds during storage that 
react with Folin−Ciocalteu’s reagent, thus enhancing total phenolic 
content.  
 The total antioxidant capacity (TAC) of beverages enriched with 
PS is shown in Table 4 
 
Table 4. Total antioxidant capacity (µM Trolox) determined by TEAC 
method in PS-enriched beverages just after manufacture and after 
storagea.  
aValues are expressed as mean ± standard deviation (n = 3). MFJPS: Skimmed milk 
with fruit juice and plant sterols. FJPS: Fruit juice with plant sterols. MPS: Skimmed 
milk with plant sterols. 
 
Sample 0 months  2 months 4 months 6 months 
MFJPS 
 4 ºC 720.67 ± 74.44 883.71 ± 78.86 842.80 ± 45.61 
888.59 ± 9.92 24 ºC 747.66 ± 74.23 1083.00 ± 83.23 1039.83 ± 94.17 
 
 37 ºC 825.97 ± 60.39 882.88 ± 44.54 870.94 ± 39.50 
FJPS 
 4 ºC 727.62 ± 72.42 590.87 ± 59.72 723.51 ± 29.68 
572.71 ± 24.64 24 ºC 675.66 ± 62.50 712.25 ± 58.50 717.29 ± 45.06 
 
 37 ºC 766.23 ± 88.97 772.80 ± 52.70 931.82 ± 71.44 
MPS 
 4 ºC 10.26 ± 0.59 223.31 ± 10.65 206.34 ± 9.19 
107.87 ± 9.92 24 ºC 15.24 ± 1.18 142.39 ± 1.74 202.40 ± 1.96 
 37 ºC 20.22 ± 4.68 135.19 ± 13.55 211.41 ± 3.19 
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 The mean TAC ranged between 573 and 1083 μM Trolox for 
MFJPS and FJPS and between 10 and 223 μM Trolox for MPS. Results 
of fruit juice-containing beverages (MFJPS and FJPS) are coincident 
with those previously reported for different juice−milk beverages 
containing fruits of citrus origin in their formulation (610 to 3600 μM 
Trolox) (23), while results of milk beverage (MPS) agree with those for 
hydrophilic antioxidant capacity reported in UHT full-fat milk (118 μM 
Trolox), with negligible lipophilic antioxidant capacity values (29). They 
furthermore also agree with the hydrophilic TEAC results of skimmed 
milk (∼27 μM Trolox) of three beverages based on fruit juice, milk, and 
cereals (30). In general, hydrophilic antioxidant activity accounts for > 
90% of the total antioxidant capacity of fruits and vegetables (31). 
Accordingly, fruit juicecontaining beverages (MFJPS and FJPS) showed 
values of hydrophilic antioxidant activity ranging between 87 and 98%. 
In the case of milk beverage (MPS), with the exception of the two 
months time period in which hydrophilic antioxidant capacity accounted 
for 100%, these values ranged between 61 and 79%.  
 The pronounced decrease in MPS at 2 months of storage could be 
related to the heat treatment of milk in the manufacture process which 
can promote an increase in its pro-oxidant activity, mainly due to the 
formation of novel oxidative molecules in the early stages of the Maillard 
reaction. (32) In turn, a sample containing fruit juice and milk (MFJPS) 
showed a low decrease in TAC at this time point probably due to the 
interaction between polyphenol and milk. Accordingly, it has been 
reported that these kinds of interactions may maintain the total 
antioxidant capacity of beverages subjected to thermal processing (33). 
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 Taking into account the statistical analysis applied (three-way 
ANOVA) (Figure 5), samples ranked in the following order: MFJPS > 
FJPS ≫ MPS (p < 0.05). There were no differences considering the 
temperature factor (p > 0.05), though in relation to the storage time 
factor, fluctuations were seen in TAC throughout the storage period. 
There was a nonsignificant descent at two months, followed by recovery 
(p < 0.05) of the initial values at four months, and a final increase was 
recorded at 18% (p < 0.05) in TAC versus the initial values at 6 months 
of storage. These results are in agreement with the 13% increase in TAC 
measured by the TEAC method, between the beginning and end of 
storage (4.5 months at 4 °C) of fruit beverages with/without iron and/or 
zinc and/or milk (20). This fact seems to be related to the formation of 
novel compounds with antioxidant activity (later Maillard reaction 
products formed during prolonged storage possess potent antioxidant 
properties) (27, 34). Besides, changes in the protein structure can 
increase the antioxidant capacity since casein and whey proteins have 
been regarded to have antioxidant activity (35, 36). 
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Figure 5. Total antioxidant capacity (μM Trolox) (TEAC method). Tukey's test: 
intervals of the means (sample, temperature, and time factor) Noncoincidences of letters 
in each plot indicate statistically significant differences. MFJPS: skimmed milk with 
fruit juice and plant sterols. FJPS: fruit juice with plant sterols. MPS: skimmed milk 
with plant sterols.
Increased browning during the production and/or storage of
processed foods is influenced by diverse factors such as Maillard and 
enzymatic browning, ascorbic acid degradation, and the polymerization 
of anthocyanins with other phenolics (37). Thus, in order to clarify 
whether increases in total polyphenols and TAC are related to browning 
derived from Maillard reaction product formation, color differences (ΔE) 
were determined (Table 5).
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Table 5. Changes in Color in PS-Enriched Beverages Just after 
Manufacture and after Storage: Difference in Color (ΔE) Parametera. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
aValues are expressed as the mean ± standard deviation (n = 3). MFJPS: skimmed milk 
with fruit juice and plant sterols. FJPS: fruit juice with plant sterols. MPS: skimmed 
milk with plant sterols. 
 
 
 On considering the statistical analysis applied (three-way 
ANOVA), ΔE showed differences (p < 0.05) (Figure 6) between fruit 
juice-containing beverages (MFJPS and FJPS) and milk beverage (MPS), 
the latter showing the lowest changes. Concerning the temperature factor, 
there were temperature-dependent modifications in ΔE (being greatest at 
37 °C). This fact is coincident with the temperature-dependent increase in 
total polyphenols (see Figure 4), which could correlate the increase in 
polyphenols at 37 °C with the formation of Maillard reaction products 
via nonenzymatic browning. Differences in ΔE also increased over time 
(with statistically significant differences (p < 0.05) between 2 and 6 
months), in agreement with the results reported in a dessert made from 
dark-red concentrated juices resulting in a color change to a more 
brownish shade (37). This observation can explain the progressive 
increase in total polyphenols and TAC seen from month 2 to month 6 
(see Figures 4 and 5), ascribed to later Maillard reaction products 
formed during prolonged storage.  
Sample 2 months 4 months 6 months 
MFJPS 
4 ˚C 2.28 ± 0.05 2.92 ± 0.08 3.08 ± 0.01 
24 ˚C 2.44 ± 0.01 4.96 ± 0.01 5.04 ± 0.01 
37 ˚C 5.80 ± 0.03 8.72 ± 0.01 10.89 ± 0.02 
FJPS 
4 ˚C 0.99 ± 0.08 2.31 ± 0.11 0.78 ± 0.02 
24 ˚C 3.28 ± 0.24 4.16 ± 0.10 7.40 ± 0.04 
37 ˚C 7.16 ± 0.06 12.24 ± 0.02 15.90 ± 0.02 
MPS 
4 ˚C 2.37 ± 0.11 2.46 ± 0.02 2.00 ± 0.02 
24 ˚C 2.45 ± 0.05 2.65 ± 0.09 1.36 ± 0.01 
37 ˚C 2.16 ± 0.01 1.67 ± 0.25 5.76 ± 0.01 
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Figure 6. Color 
differences (ΔE). 
Tukey's test: 
intervals of the 
means (sample, 
temperature, and 
time factor).
Noncoincidences 
of letters in each 
plot indicate 
statistically 
significant 
differences. 
MFJPS: skimmed 
milk with fruit 
juice and plant 
sterols. FJPS: fruit 
juice with plant 
sterols. 
MPS: skimmed 
milk with plant 
sterols.
Another important issue to address is the linkage between PS
stability and antioxidant parameters. To our knowledge, there are no 
studies relating PS stability in fruitímilk beverages with/without storage. 
However, it has been reported that natural antioxidants such as green tea 
catechins, α-tocopherol, and quercetin (38), or rosemary and green tea 
extracts (39) exert protective effects upon the oxidative stability of PS 
during heating in food matrixes of fat origin such as lard, corn oil, and
olive oil, or rapeseed oil, respectively; however, in these studies, storage 
has not been assessed. The determination of total carotenoids, total 
polyphenols, total antioxidant capacity, and color can serve as 
224 RESULTADOS  
 
complementary measures to check PS stability during product shelf life 
since depending on the evolution in the content of antioxidants in the 
whole period of study, the fate of PS content can be explained. In light of 
the results obtained in this study, the increase in total antioxidant 
capacity, due to the formation of Maillard reaction products, as proved by 
color parameters, might have helped in the maintenance of PS contents 
throughout the entire storage period. Nevertheless, authors have not 
found a correlation between PS contents and TAC values. 
 In summary, it can be concluded that the studied storage times and 
temperatures did not affect PS stability of the PS-enriched beverages, 
these beverages being an adequate PS source throughout the storage 
period studied. Therefore, the inclusion of these functional ingredients in 
a food matrix containing antioxidant compounds (polyphenols, 
carotenoids, and antioxidant proteins) would be a good choice for 
maintaining the initial PS contents, and the functional beverages could be 
ingested whenever during the period of their shelf life, making the most 
out of the potential health benefits of PS. 
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ABSTRACT  
 
Three plant sterol (PS)-enriched beverages, milk based fruit juice (MFJPS), 
fruit juice (FJPS) and milk beverage (MPS), were stored at 4, 24, or 37 °C 
and analyzed at regular time intervals of two months until 6 months. PS 
stability was analyzed from the production of phytosterol oxidation products 
(POPs). The β-sitosterol oxides (7α/7β-hydroxy, β/α-epoxy, triol, and 7-
keto) and campesterol oxides (β/α-epoxy, and 7-keto) were detected in all 
beverages and at all storage times and temperatures. Total POP contents 
followed the order MPS >> FJPS > MFJPS. In general, the beverages 
showed low PS oxidation levels (<0.17%). Predictive models of POP 
content versus storage time were established. These models explain total 
POP content by over 75% and individual POP content by over 50%. We 
propose 7-ketositosterol and 7-ketocampesterol as PS oxidation markers 
during storage of beverages of this kind.  
 
KEYWORDS: Plant sterol oxidation products, POPs, oxysterols, 
beverage, functional foods, phytosterol stability. 
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1. INTRODUCTION 
 
 Plant sterols (PS) are currently used as functional food ingredients due 
to their capacity to reduce low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol levels. 
PS consumption (2 g/day) results in a cholesterol reduction of 
approximately 10%, and the European Atherosclerosis Society Consensus 
Panel has concluded that functional foods with PS may be considered in 
patients with high cholesterol levels at intermediate and low global 
cardiovascular risk who do not qualify for drug treatment (Gylling, Plat, 
Turley, Ginsberg, Ellegård, Jessup et al., 2014). In addition, PS have been 
described as antiinflammatory and anticancer compounds (Marangoni & 
Poli, 2010; García-Llatas & Rodríguez-Estrada, 2011). A large variety of 
commercial foods have been enriched with free or esterified PS, including 
spreads, which were the first commercial applications of PS-enriched foods. 
Since the approval of PS-enriched spreads in the European Union, several 
more approvals have been issued for the addition of PS to other food 
categories such as milk-based fruit beverages (Commission Decision 
2004/336/EC).  
 During processing and storage it is essential to maintain the quality 
and safety of PS-enriched foods, since PS are susceptible to oxidation like 
all unsaturated lipids, and a decrease in initial PS content could occur as a 
result (Kamal-Eldin & Lampi, 2008). One way of improving the oxidative 
stability of PS used for enrichment would be to include them in a matrix 
with natural antioxidant compounds such as milk based fruit beverages. 
 On the other hand, the compounds resulting from PS oxidation 
(phytosterol oxidation products (POPs)) could exert toxic effects 
qualitatively similar to those of cholesterol oxidation products (COPs), 
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which have been extensively studied and are now known to be implicated in 
the initiation and progression of major chronic diseases (atherosclerosis, 
neurodegenerative processes, diabetes, etc.) (García-Llatas & Rodríguez-
Estrada, 2011; Vanmierlo, Husche, Schött, Pettersson & Lütjohann, 2013; 
Alemany, Barberá, Alegría & Laparra, 2014).  
 Regarding POP contents in PS-enriched dairy matrixes, only two 
studies have been made involving PS-enriched whole milk powder stored 
for 12 months and PS-enriched non-fat milk stored for 6 months (Soupas, 
Huikko & Lampi, 2006), and a phytosterol enriched milk subjected to 
Schaal oven conditions (equivalent to one month of storage at room 
temperature) (Menéndez-Carreño, Ansorena & Astiasarán, 2008). Another 
storage study has been made of PS-enriched margarine stored for 18 weeks 
at 4 ºC and 20 ºC (Rudzinska, Przybylski & Wasowicz, 2014). 
 Only three studies published by our group have evaluated PS stability 
and POP contents in functional beverages. Quantification has been made of 
POPs from two fruit beverages and two milk-based fruit beverages enriched 
with two different plant sterol sources (free PS from tall oil and esterified 
PS from vegetable oils), elaborated on a laboratory scale. Only POPs from 
β-sitosterol were detected. No differences in β-sitosterol oxidation 
percentage were recorded when free or esterified PS were used as 
enrichment source (Alemany-Costa, González-Larena, García-Llatas, 
Alegría, Barberá, Sánchez-Siles et al., 2012). 
 In a later study involving beverages of this kind but produced on an 
industrial scale and enriched with free PS from tall oil, again only POPs 
from β-sitosterol were detected - though the total POPs content was 10-fold 
lower than when preparation was on a laboratory scale. This indicates that 
the beverages manufactured on an industrial scale have a lesser oxidation 
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stage (Alemany, Cilla, Garcia-Llatas, Rodríguez-Estrada, Cardenia & 
Alegría, 2013). 
 In the functional beverages employed in this work, phytosterol 
stability and antioxidant parameters were assessed during 6 months of 
storage at 4 °C, 24 °C, and 37 °C in three PS-enriched functional beverages 
(González-Larena, Cilla, García-Llatas, Barberá & Lagarda, 2012). The 
results showed that the studied storage time and temperatures did not affect 
the PS contents in the samples. However, if part of the PS were oxidized to 
POPs, these could be present in very low concentrations (in the µg/100 g 
range), which would not imply a drop in the amount of PS. 
 Since storage can increase the POP contents, and in view of the fact 
that this phenomenon has not been previously evaluated in any PS-enriched 
functional beverage, the present study was carried out to determine the 
influence of the matrix, temperature and storage time upon the POP contents 
in these beverages, in order to confirm that they are adequate PS vehicles 
during their shelf life. 
 
2. MATERIALS AND METHODS 
 
2.1. Chemicals and reagents 
Standards used were cholest-5-ene-3β, 19-diol (19-hydroxycholesterol) 
(purity: 95%) used as internal standard (IS) in POPs quantification, (24R)-
methylcholest-5-en-3β-ol (campesterol) (purity: 98.6%), cholest-5-ene-
3β,7α-diol (7α-hydroxycholesterol) (purity: 98.6%) and (24S)-ethylcholest-
5,22-dien-3β-ol-7-one (7-ketostigmasterol) (purity: 98.6%), purchased from 
Steraloids (Newport, RI, USA). (24S)-Ethylcholest-5,22-dien-3β-ol 
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(stigmasterol) (purity: 95%), cholestane-3β,5α,6β-triol (cholestanetriol) 
(purity: 98%), cholest-5-ene-3β,7β-diol (7β-hydroxycholesterol) (purity: 
95%), 5α,6α-epoxycholestan-3β-ol (α-epoxycholesterol) (purity: 80%), 
5β,6β-epoxycholestan-3β-ol (β-epoxycholesterol) (purity: 98%) and cholest-
5-en-3β-ol-7-one (7-ketocholesterol) (purity: 90%) were from Sigma 
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). (24R)-Ethylcholest-5-en-3β-ol (β-
sitosterol, for POPs obtaining by thermo-oxidation) (purity: 78.7% β-
sitosterol, with campesterol and sitostanol traces) was obtained from Fluka 
(Buchs, Switzerland). 
 Chloroform, diethyl ether, methanol, anhydrous sodium sulfate, 
acetone, 2-propanol, and anhydrous pyridine were purchased from Merck & 
Co., Inc. (Whitehouse Station, NJ, USA). KOH was from POCH S.A. 
(Gliwice, Poland), KCl from Panreac (Barcelona, Spain), hexane from J.T. 
Baker (Deventer, The Netherlands), and butylated hydroxytoluene (BHT) 
was from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Silylating reagents: 
hexamethyldisilazane (HMDS) from Fluka (Buchs, Switzerland) and 
trimethylchlorosilane (TMCS) from Carlo Erba (Rodano, Italy). All 
reagents were of analytical grade. Ultrapure water was obtained by means of 
a Millipore Q water purification system (Milford, MA, USA).  
2.2. Samples 
 Three beverages enriched with free microcrystalline PS from tall oil 
(0.8 g PS/100 mL beverage or 0.68 g PS/100 g beverage) as a source of PS 
were manufactured in a pilot plant by Hero Spain, S.A. Since PS are 
insoluble in water, they were supplied in microencapsulated powder form 
suitable for use in low-fat beverages. Milk based fruit beverage (MFJPS) 
240 RESULTADOS  
 
composed of skimmed milk, tangerine fruit juice from concentrate, banana 
puree, grape juice from concentrate, and PS; fruit beverage (FJPS) 
composed of tangerine fruit juice from concentrate, banana puree, grape 
juice from concentrate, PS and water to substitute skimmed milk; and milk 
beverage (MPS) composed of skimmed milk PS, and water to substitute 
fruit juices were used. The beverages were heat treated at 100-115 ºC for 
15-30 seconds to obtain a microbiologically stable foodstuff, and were 
packed under aseptic conditions in sterile plastic containers. The nutritional 
composition, per 100 g, of the MFJPS, FJPS and MPS was: 72, 30, and 48 
kcal, 2.7, 0.5, and 1.6 g of proteins, 14.3, 6.1, and 2.5 g of carbohydrates, 
and 0.4, 0.2, and 0.2 g of fat (excluding PS), respectively. Samples were 
analyzed just after manufacture (time 0) and were then stored at 4 ºC, 24 ºC 
or 37 °C, and analyzed at regular time intervals of two months up until 6 
months. The storage time of 6 months was chosen because the manufacturer 
of the PS-enriched beverages indicated that within this period the 
organoleptic properties of the samples are preserved. In addition, this is the 
common and usual turnover period for products at this kind at sales points, 
where storage is limited to no more than 6 months. Mean PS contents (g/100 
g of beverage) of the samples were: β-sitosterol 0.486-0.556, sitostanol 
0.077-0.088, campesterol 0.034-0.040, stigmasterol 0.010-0.011, and 
campestanol 0.008-0.009 (González-Larena et al., 2012).  
 2.3. Analysis of phytosterol oxidation products (POPs) 
 Lipids were extracted according to the procedure of González-Larena 
et al. (2012). Briefly, an amount of sample (15 g) providing approximately 
120 mg of PS was taken. Lipids were extracted with 80 mL of a chloroform: 
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methanol mixture (1:1, v/v) containing 0.05% of BHT (used as antioxidant 
to avoid POPs artifact formation during saponification) and homogenized 
with a Polytron homogenizer (PT 2000, Kinematica AC, Switzerland) 
during 3 minutes at 250 W. After adding 40 mL of chloroform and mixing 
again with the Polytron, the sample was filtered (Whatman no. 1, 90 mm, 
Maidstone, England) through a Buchner funnel. To the filtrate, 20 mL of 
1M KCl solution was added and refrigerated overnight. Then, after phase 
separation, the chloroform phase was concentrated in a rotary evaporator 
and dried with nitrogen. The lipid fraction was then reconstituted with 
hexane: 2-propanol (4:1, v/v), dividing the sample into four aliquots for 
saponification. 
 Then, the method described by González-Larena, García-Llatas, 
Vidal, Sánchez-Siles, Barberá & Lagarda (2011) was applied. Briefly, IS 
(10 μg of 19-hydroxycholesterol) was added to the extracted lipids. Cold 
saponification was performed at room temperature with 10 mL of 
methanolic 1N KOH, in darkness and under continuous agitation in an 
orbital shaker (IKA KS26, Stauffen, Germany) at 150 rpm during 18-20 
hours. The unsaponifiable material was extracted with diethyl ether. A 
fraction (1/2) of the unsaponifiable material was purified by solid-phase 
extraction (Si-SPE, 3 mL/500 mg, Supelco, Bellefonte, PA, USA), and the 
acetone fraction obtained was then subjected to derivatization by silylation 
with HMDS/TMCS in anhydrous pyridine (2:1:5). The trimethylsilyl ether 
(TMSE) derivatives obtained were dissolved in hexane, filtrated (syringe-
driven Millex-FH filter unit, 1 mL, 0.45 μm Millipore, Milford, MA, USA), 
and evaporated with nitrogen. For chromatographic analyses, the TMSE 
derivatives were dissolved in 40 µL of hexane, and 1 μL was injected into a 
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Trace GC-Ultra ITQ ion trap 900 gas chromatograph (GC)-mass 
spectrometer (MS) (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) for 
identification purposes and in a GC-flame ionization detector (FID) 
(Autosystem XL, Perkin-Elmer, Nortwalk, CT, USA) for quantification 
purposes. Both instruments were equipped with a CP-Sil 8 low bleed/MS 
(50 m x 0.25 mm x 0.25 m film thickness) capillary column (Chrompack-
Varian, Middelburg, The Netherlands). The carrier gas was hydrogen (1 
mL/min), and the oven temperature was initially held at 70 ºC for 1 minute, 
raised to 280 ºC at a rate of 30 ºC/min, held for 12 minutes, and then 
increased at 0.7 ºC/min to 290 ºC and held for 20 minutes. The temperature 
was then finally raised to 320 ºC at 30 ºC/min and held for 45 minutes. In 
the GC-FID the injector and detector temperatures were 325 °C, and a split 
ratio of 1:10 was applied. The GC-MS programmable temperature 
vaporization (PTV) injector was set to ballistic heating from 50 to 260 ºC at 
a split ratio of 1:10. The filament emission current was 70 eV, the ion 
source temperature was 250 ºC, and the total ion current mode (TIC, m/z 
50-650) was used to identify POPs. 
 Since standards of POPs are not commercially available (except for 7-
ketostigmasterol), and in order to identify POPs contained in the beverages, 
phytosterol standard solutions (β-sitosterol, campesterol and stigmasterol) 
were thermo-oxidized, and the resulting POPs were identified by GC-MS 
using the procedure described by González-Larena et al. (2011). Briefly, 
POPs derived from the thermo-oxidation of β-sitosterol, campesterol and 
stigmasterol were separated by silica gel thin-layer chromatography (TLC, 
20 cm x 20 cm x 0.25 mm film thickness plates, Merck & Co. Inc., 
Whitehouse Station, NJ, USA), and the different TLC POP fractions, as well 
as SPE-purified solutions, were then subjected to derivatization by 
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silylation. The TMSE derivatives were dissolved in 50 µL of hexane after 
for the chromatographic analyses. Identification of the POPs obtained was 
performed on the basis of the resulting fragmentation patterns described in 
previous studies (García-Llatas, Cercaci, Rodríguez-Estrada, Lagarda, Farré 
& Lercker, 2008; González-Larena et al. 2011; Alemany-Costa et al., 2012). 
The elution order of the IS (19-hydroxycholesterol) and POPs (all as TMSE 
derivatives) was as follows (fragment ions are given in parenthesis, 
characteristic ion in boldface): 7α-hydroxycampesterol (m/z 470, 471, 472), 
7α-hydroxystigmasterol (m/z 470, 483, 484, 572), 7α-hydroxysitosterol (m/z 
484, 485, 486), 7β-hydroxycampesterol (m/z 470, 471, 472), 7β- 
hydroxysitosterol (m/z 484, 485, 486), β/α –epoxycampesterol (m/z 365, 
380, 382, 383, 398, 455, 470, 473, 488, 498), β-epoxysitosterol (369, 396, 
397, 412, 473, 472, 487, 502), α-epoxysitosterol (369, 396, 397, 412, 473, 
472, 487, 502) 7-ketocampesterol (381, 396, 469, 486), sitostanetriol (431, 
469, 484, 559) and 7-ketositosterol (395, 410, 483, 500). Figure 1 shows 
GC-FID and GC-MS chromatograms of the identified POPs obtained by the 
thermo-oxidation process. A good baseline separation was achieved by GC-
FID for the common POPs generated from three major phytosterols (Figure 
1.b). The POPs which were co-eluted or had a poor baseline separation were 
7α-hydroxycampesterol/19-hydroxycholesterol; 7α-
hydroxysitosterol/unknown compound (m/z 417, 455, 470, 531, 545, 560); 
7β-hydroxycampesterol/non-oxidized β-sitosterol.  
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Figure 1. GC-MS (a) and GC-FID (b) chromatograms of the identified POPs obtained by 
the thermo-oxidation process. Peaks numbered corresponding to: 1: 19-hydroxycholesterol 
(IS); 2: 7α-hydroxycampesterol; 3: 7α-hydroxystigmasterol; 4: 7α-hydroxysitosterol; 5: β-
sitosterol; 6: 7β-hydroxycampesterol; 7: β-epoxycampesterol; 8: α-epoxycampesterol; 9: 
7β-hydroxysitosterol; 10: β-epoxysitosterol; 11: α-epoxysitosterol; 12: 7-ketocampesterol; 
13: sitostanetriol; 14: 7-ketositosterol. 
  
 Due to the structural similarity between COPs and POPs, and the lack 
of POP standards, calibration curves using a mixture of COP standards 
containing 5 μg of IS (19-hydroxycholesterol) were performed in 5 
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replicates for quantification. The calibration equations obtained were: 7α-
hydroxycholesterol (0.1006 - 0.7040 µg; y = 1.2688x – 0.0005, r = 0,9956), 
7β-hydroxycholesterol (0.2014 – 1.4098 µg; y = 1.1773x – 0.0007, r= 
0,9958), α-epoxycholesterol (0.0992 - 0.6944 µg; y = 0.9219x – 0.0027, r= 
0,9972), β-epoxycholesterol (0.1020 - 0.7134 µg; y = 0.7082x + 0.0016, r= 
0,9990), cholestanetriol (0.0999 – 0.6997 µg; y = 1.9882x – 0.0073, r= 
0,9895) and 7-ketocholesterol (0.1008 – 0.7056 µg; y = 1.048x – 0.0037, r= 
0,9968).  
2.4. Statistical analysis 
 The sample determinations were conducted in triplicate, with values 
reported as means ± standard deviation. Three-way (food matrix (milk based 
fruit, fruit or milk beverages), temperature (4 ºC, 24 ºC, 37 ºC) and storage 
time (0, 2, 4, 6 months) analysis of variance (ANOVA) was applied to the 
results obtained, followed by the Tukey post hoc test, and the significance 
of mean effects and interactions was also included. A significance level of 
p<0.05 was adopted for all comparisons. Regression analyses were made to 
evaluate the evolution of POPs (individual and total) in the beverages 
throughout storage. Statgraphics Plus, version 5.1 (Rockville, MD, USA), 
was used throughout. 
 
3. RESULTS AND DISCUSSION  
 
A GC–FID chromatogram of the POPs identified in sample FJPS 
(stored during 2 months at 4 ºC) is shown in Figure 2 for illustrative 
purposes. Only POPs corresponding to β-sitosterol (7α- and 7β-hydroxy, α- 
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and β-epoxy, 7-keto and triol derivatives) and campesterol (α- and β-epoxy 
and 7-keto derivatives) were detected, whi
-
Larena et al., 2012). A co-elution between 7β-hydroxycampesterol and 
sitostanol (see Figure 2) made it impossible to quantify this oxide in the 
samples. 
 
Figure 2. GC–FID chromatogram of the POPs identified in PS-enriched fruit beverage 
(FJPS) stored during 2 months at 4 ºC. 1: 19-hydroxycholesterol (IS); 4: 7α-
hydroxysitosterol; 5: β-sitosterol; 6: 7β-hydroxycampesterol; 6’: sitostanol; 7: β-
epoxycampesterol; 8: α-epoxycampesterol; 9: 7β-hydroxysitosterol; 10: β-epoxysitosterol; 
11: α-epoxysitosterol; 12: 7-ketocampesterol; 13: sitostanetriol; 14: 7-ketositosterol (peaks 
number 2 (7α-hydroxycampesterol) and 3 (7α-hydroxystigmasterol) of Figure 1 have not 
been identified in the samples). 
  
 The individual POP contents found in the beverages in the course of 
storage at different temperatures are summarized in Table 1, while the total 
POP contents and calculated oxidation rates are shown in Table 2. 
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Table 2. Total phytosterol oxidation product contents (µg/100 g of 
sample) and oxidation rates in PS-enriched beverages just after 
manufacture and during storage.  
Sample 
Month ºC Total POPsa 
Oxidation rates  
 
Totalb   β-Sitosterolc  Campesterold  
MPS 0 - 359.21±10.81 0.07 0.05 0.25 
2 
4 492.42±17.39 0.09 0.07 0.29 
24 541.08±28.96 0.09 0.07 0.39 
37 588.94±24.73 0.11 0.09 0.35 
4 
4 523.09±29.27 0.10 0.08 0.37 
24 509.60±35.87 0.08 0.06 0.40 
37 482.52±32.29 0.09 0.07 0.34 
6 
4 932.25±46.70 0.16 0.14 0.50 
24 702.44±66.56 0.14 0.10 0.69 
37 650.96±24.07 0.12 0.10 0.39 
MFJPS 0 - 242.59±19.81 0.05 0.03 0.26 
2 
4 288.26±14.57 0.05 0.04 0.23 
24 338.85±25.93 0.06 0.05 0.29 
37 354.40±18.09 0.06 0.05 0.26 
4 
4 413.58±10.56 0.08 0.06 0.34 
24 400.84±34.78 0.07 0.05 0.33 
37 408.53±32.82 0.08 0.06 0.31 
6 
4 376.82±18.35 0.07 0.05 0.25 
24 335.52±24.93 0.06 0.04 0.34 
37 372.24±34.59 0.06 0.04 0.35 
FJPS 0 - 497.09±47.80 0.08 0.07 0.30 
2 
4 524.68±74.11 0.10 0.06 0.28 
24 479.8±74.08 0.08 0.07 0.33 
37 491.27±41.71 0.08 0.07 0.32 
4 
4 324.37±28.98 0.05 0.04 0.27 
24 340.48±32.48 0.06 0.04 0.29 
37 283.51±18.75 0.05 0.04 0.22 
6 
4 266.07±13.23 0.04 0.03 0.27 
24 297.37±11.92 0.05 0.04 0.25 
37 266.38±13.71 0.04 0.03 0.25 
aValues expressed as mean ± standard deviation (n = 3).bCalculated as: (total POPs x 
100/total PS content). cCalculated as: (β-sitosterol oxides x 100/ β-sitosterol content). 
dCalculated as: (campesterol oxides x 100/ campesterol content). MFJPS = milk based 
fruit beverage; FJPS = fruit beverage; MPS = milk beverage. 
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 The results of the three-way ANOVA applied to individual POP 
contents in the three PS-enriched beverages indicate that in general, 
storage temperature does not affect the contents (p<0.05). Regarding the 
sample factor, the individual oxide contents in MPS were greater than in 
the rest of the beverages (p<0.05). On considering the time factor, the 
lowest contents corresponded to time zero (p<0.05). Regarding the total 
POP contents, and independently of the food matrix and temperature (see 
Figure 3a), an increase was observed in the course of storage (p<0.05). 
In turn, with respect to the food matrix, the total oxide contents followed 
the order MPS >> FJPS > MFJPS (p<0.05) (see Figure 3b).  
3.1. Milk beverage (MPS) 
The order of relative abundance at time zero for β-sitosterol oxides, 
calculated from the contents reported in Table 1, was α/β-epoxy (32% 
for each) > 7β-hydroxy (14%) and 7-keto (14%) > triol (6%), followed 
by 7α-hydroxy (2%). In skimmed milk enriched with free phytosterols 
(Soupas et al., 2006), the major sterol oxides found were 7-
hydroxysitosterol followed by 7-ketositosterol; α/β-epoxysitosterols were 
also detected, but their amounts remained under quantification limits. In 
milk enriched with esterified phytosterols (Menéndez-Carreño et al., 
2008), the main β-sitosterol derivatives found were 7-hydroxy, 7-keto, 
followed by α/β-epoxy. In our samples, the α/β-epoxysitosterols were 
more abundant than in the above studies. In similar milk beverages 
(Alemany et al., 2013), 7-keto is the main POP followed by triol and α/β-
epoxysitosterols. 
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Figure 3. Intervals for the means of the total POP contents obtained by the three-way 
ANOVA: a) in the four different storage times independently of food matrix and storage 
temperature; b) in the three different beverages independently of storage time and 
temperature; c) interaction plot of the three beverages throughout time of storage. 
Different superscript letters (x-z) indicates statistically significant differences.    
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 For campesterol oxides, the main contribution in MPS 
corresponded to β-epoxycampesterol (61%), followed by α-
epoxycampesterol (20%) and 7-ketocampesterol (19%) at time zero. In 
contrast, according to Menéndez-Carreño et al. (2008), the main 
campesterol derivatives were 7-keto followed by 7-hydroxy and α/β-
epoxy, with similar contributions.  
 After storing the MPS beverages for 6 months, the relative 
abundances of the different β-sitosterol oxides reflected a tendency to 
maintain constant proportions of 7-keto (14-15%) and 7α-hydroxy (2%), 
with a slight decrease in triol (2-5%), 7β-hydroxy (7-12%) and β-epoxy 
(20-35%), and an increase in α-epoxy (38-46%). In the case of the 
campesterol oxides, after 6 months of storage we recorded a decrease in 
β-epoxy (43-55%), and an increase in the proportions of α-epoxy (22-
34%) and 7-keto (21-30%).  
 The total mean POP content at time zero was 359 µg/100 g 
beverage (Table 2). These values are higher than those found by 
Alemany et al. (2013) (98 µg/100 g) in milk with free PS. In turn, Soupas 
et al. (2006) recorded 218 µg/100 g in milk with free phytosterols, while 
Menéndez-Carreño et al. (2008) found 210 µg/100 g in milk with 
esterified phytosterols.  
 In our samples, the β-sitosterol oxidation rate at time zero was 
0.05% (Table 2), which is lower than the value obtained by Soupas et al. 
(2006) (0.08%) in milk with free phytosterols, and slightly greater than 
the 0.04% reported by Menéndez-Carreño et al. (2008). A greater 
difference was found with respect to the observations of Alemany et al. 
(2013), who recorded a β-sitosterol oxidation rate of 0.02% in milk 
beverage with free PS. The campesterol oxidation rate at time zero was 
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0.25% (Table 2), which is higher than in the case of β-sitosterol. This is 
in agreement with the observations of Menéndez-Carreño et al. (2008) 
(0.12%).  
 The differences between our results and those of other authors can 
be explained by several factors: the level of PS enrichment, the chemical 
form of the PS (free or esterified), and/or the manufacturing process 
involved. In this respect, Menéndez-Carreño et al. (2008) and Alemany et 
al. (2013) used samples manufactured on an industrial scale, while our 
samples and those of Soupas et al. (2006) were elaborated on a pilot plant 
scale.  
 Independently of the time and temperature of storage, MPS showed 
higher POP contents than the fruit containing beverages (p<0.05) (see 
Figure 3b). In a previous stability -
-Larena et al., 2012), the lowest total 
antioxidant capacity (TAC) was found to correspond to a beverage 
containing only milk. This could be related to the heat treatment of milk 
used in the manufacturing process, which can induce an increase in its 
pro-oxidant activity, mainly due to the formation of novel oxidative 
molecules in the early stages of the Maillard reaction (Calligaris, 
Manzocco, Anese & Nicoli, 2004). Significant interactions (p<0.05) 
between food matrix and time of storage were found by ANOVA, as can 
be seen in Figure 3c. An increase is observed in the second month of 
storage - the increment being greater at the end of the storage period for 
MPS.  
 The PS oxidation rate ranged from 0.07% at time zero to 0.12-
0.16% after 6 months of storage (Table 2). No significant changes in β-
sitosterol oxides during 6 months of storage at room temperature or at 4 
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ºC have been reported by Soupas et al. (2006), while according to 
Menéndez-Carreño et al. (2008), one month of storage at room 
temperature led to an increase in total oxysterol derivatives in relation to 
the amount found in control samples. In our samples (Table 2), the 
oxidation rates in the second month at 24 ºC were 0.07% and 0.39% for 
β-sitosterol and campesterol, respectively. These results are in agreement 
with those of Menéndez-Carreño et al. (2008), who after one month of 
storage at room temperature found the β-sitosterol oxidation rate to 
increase to 0.06% from the initial value of 0.04%. Regarding the 
campesterol oxidation rate, our value is higher than that reported by 
Menéndez-Carreño et al. (2008). These authors obtained an oxidation 
rate of 0.21%, which was almost double the rate recorded at the start 
(0.12%).  
3.2. Fruit beverages (MFJPS and FJPS) 
 The order of relative abundance at time zero for β-sitosterol oxides 
in MFJPS, calculated from the contents reported in Table 1, was β-epoxy 
(28%) > 7β-hydroxy (26%) > 7-keto (20%) > α-epoxy (18%) > triol 
(5%), followed by 7α-hydroxy (3%). In similar milk based fruit 
beverages, Alemany-Costa et al. (2012) found 7β-hydroxy to be the main 
oxide, followed by β-epoxy and 7-keto with similar contributions. No 
triol derivatives were found. In another study involving similar beverages 
(Alemany et al., 2013), the order of relative abundance was seen to be 7-
keto > 7β-hydroxy ≈ triol ≥ α/β-epoxy ≥ 7α-hydroxy.  
 The order of relative abundance for β-sitosterol oxides at time zero 
in FJPS was α-epoxy (38%) > β-epoxy (34%) > 7β-hydroxy and 7-keto 
(both 11%) > triol (4%) > 7α-hydroxy (1%). According to Alemany-
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Costa et al. (2012) and Alemany et al. (2013), the main oxides in similar 
fruit beverages were 7β-hydroxy and 7-keto, respectively.  
 For campesterol oxides at time zero, the main contribution 
corresponded to β-epoxy (61% and 64%), followed by α-epoxy (20% and 
19%) and 7-keto (19% and 16%) for MFJPS and FJPS, respectively. 
 During the storage of MFJPS, α/β-epoxysitosterols increase their 
presence at the end of storage at 4 ºC (31-33%) and 24 ºC (22-33%), in 
contrast to 7β-hydroxysitosterol decrease at 24 ºC (17%) and 4 ºC (11%) 
after 6 months of storage. In FJPS, several β-sitosterol oxides increase 
their relative abundance at the end of storage (7α-hydroxy (4-5%), 7β-
hydroxy (20-28%), 7-keto (16-23%) and sitostanetriol (4-9%)), to the 
detriment of α/β-epoxysitosterols (14-31%).  
 The total POP contents at time zero were 243 and 497 µg/100 g 
beverage in MFJPS and FJPS, respectively (Table 2). These values are 
higher than those found by Alemany et al. (2013), with 74 and 71 µg/100 
g beverage in PS-enriched milk based fruit beverage and PS-fruit 
beverage, respectively, and lower than those reported by Alemany-Costa 
et al. (2012), with 800 and 665 µg/100 g beverage in milk based fruit and 
fruit beverages enriched with PS, respectively.  
 In our samples, the β-sitosterol oxidation rate at time zero was 
0.03% and 0.07% in MFJPS and FJPS, respectively (Table 2) - these 
values being higher than those recorded by Alemany et al. (2013) 
(0.01%) in similar beverages, and similar to those published by 
Alemany-Costa et al. (2012), with a 0.06% oxidation rate for β-sitosterol. 
Differences found within POP contents in these PS-enriched samples can 
be attributed to the application of different treatments in the elaboration 
process. The samples of Alemany-Costa et al. (2012) were subjected to 
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temperature and time conditions (80 ºC/30 seconds) different from those 
used in our samples (100-115 ºC/15-30 seconds).  
 FJPS showed greater (p<0.05) total POP contents than MFJPS 
(Figure 3b), independently of the storage time and temperature 
conditions. These results can be explained by the fact that milk based 
fruit beverages have h
-Larena et al., 2012). 
Furthermore, as can be seen in Figure 3c, the POP contents evolve 
differently according to storage time in beverages MFJPS and FJPS. In 
both of these beverages the POP contents from the fourth month of 
storage show the same tendency, and are lower than in the case of MPS.  
 In MFJPS, the PS oxidation rate ranged from 0.05% at time zero to 
0.06-0.07% after 6 months of storage (Table 2), whereas in FJPS the PS 
oxidation rate ranged from 0.08% at time zero to 0.04-0.05% after 6 
months of storage. These oxidation percentages are low and inferior to 
those corresponding to the milk beverage – a fact that might be related to 
the presence of antioxidants in the fruit juice and/or puree used in 
manufacturing the beverages. To our knowledge, there are no storage 
studies relating the formation of POPs in PS-enriched milk based fruit 
beverage and PS-enriched fruit beverages. 
 For each of the examined beverages, predictive models of POP 
content were developed as a function of storage time (Table 3). The 
mathematical predictive models for individual POPs explain the 
individual POP contents by more than 50%. 7-Ketositosterol and 7-
ketocampesterol show the highest R2 values (75% and 85%, 
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respectively), and thus could be used as markers of PS oxidation level in 
beverages such as those analyzed in our study – in the same way that 7-
ketocholesterol has been proposed as an oxidation marker of cholesterol 
in different food matrixes (Rodríguez-Estrada, Garcia-Llatas & Lagarda, 
2014). On the other hand, the models obtained for the total POP contents 
explain over 75% of the amount (Table 3).  
 
Table 3. Mathematical predictive models between POP contents and 
storage time. 
 Model p R2 
Total POPs 
MFJPS y  = 248.277 + 58.9769  0.0003 75.2 
MPS y  = 359.734 + 106.437  0.0003 77.8 
FJPS y  = 515.177 - 41.1336t 0.0000 84.1 
β-Sitosterol oxides 
7α-OH y = 6.01894 + 2.2362  0.0016 68.8 
α-Epoxy y = 161.964 - 47.288  0.0008 69.3 
β-Epoxi y = 137.89 - 33.6656  0.0006 70.5 
7-Keto y = 1/(0.0266241 - 0.00256607t) 0.0006 74.8 
Triol y = 8.42478 + 2.21741  0.0103 49.9 
Campesterol oxides 
β-Epoxi y = ) 0.008 52.2 
7-Keto y = 18.2298 + 0.858191t2 0.0001 85.2 
MFJPS = milk based fruit beverage; FJPS = fruit beverage; MPS = milk beverage; y: 
analyte content (µg/100 g of sample); t: storage time (months); p: significance level; R2: 
percentage of variability explained by the model.  
 
 
 
RESULTADOS 257 
 
3.3. Contribution of PS ingredient 
 The POP contents in the ingredient used in this work as PS 
enrichment source (free microcrystalline PS from tall oil) has been 
analy -Larena et al., 2011). Only oxides 
corresponding to β-sitosterol are detected in the ingredient. The 
theoretical contribution, expressed per 100 g of beverage, of the 
ingredient to the POP contents in the analyzed beverages was: 7α-
hydroxy (12 µg), 7β-hydroxy (12.4 µg), triol (36 µg) and 7-keto (15 µg) - 
yielding a total POP content of 75 µg/100 g beverage. On comparing the 
total POP contents of the beverages at time zero (Table 2), it is seen that 
the POP levels increase between 3- and 6-fold, and campesterol oxides 
are detected. This reflects the impact of the thermal treatment used in 
beverage manufacture upon the POP contents, and indicates that 
oxidation occurs differently in the ingredients and beverages – probably 
due to the presence of water in the latter. In this regard, Cercaci, 
Rodríguez-Estrada, Lercker & Decker (2007) reported a big difference in 
PS oxidation level between oil-water emulsions and bulk oil (corn oil 
with 648 mg PS/100 g oil). Phytosterol oxidation was faster in oil-water 
due the fact that oxidation has been postulated to occur at the emulsion 
droplet interface, where the surface area of the oil is high – thus allowing 
more interactions with aqueous phase prooxidants. 
4. CONCLUSIONS 
The food matrix (milk, juice or a mixture of both) to which PS are 
added exerts a marked influence upon both the total and the individual 
POPs formed. An increase in POP contents is observed in the course of 
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storage, independently of the temperature involved. In this context, 7-
ketositosterol and 7-ketocampesterol could be used as markers of the PS 
oxidation state in beverages of the kind analyzed in our study during the 
storage period considered. The manufacturing process exerts a marked 
influence upon the formation of POPs, in view of the increase in the 
amount and diversity of the latter compared with those found in the PS 
source ingredients. Results obtained show that milk based fruit 
beverages, compared to milk or fruit beverages, would be a suitable 
matrix for the preparation of functional beverages enriched with PS, 
since they offer the best PS stability during the shelf life period.  
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 La discusión de los resultados se realiza en base a los objetivos 
propuestos. 
Evaluación de ingredientes fuente de EV utilizados en el enriquecimiento 
de alimentos y selección de los más idóneos para su utilización en 
bebidas a base de zumo de frutas y/o leche. 
 Dada la escasa información disponible sobre los contenidos de EV 
y la formación de POPs en los ingredientes fuente de EV utilizados para 
el enriquecimiento de los alimentos y teniendo en cuenta los diferentes 
tipos de ingredientes que pueden ser utilizados, se analizan ocho 
ingredientes fuente de EV, cuatro de ellos procedentes de aceites 
vegetales (nº 1 y 4: soja (contienen EV en forma libre); nº 5 y 6: soja, 
colza, girasol y maíz (EV esterificados)), dos de ellos procedentes de 
“tall oil” (nº 2 y 3 (libres)) y dos de ellos de mezcla de ambos (nº 7 y 8 
girasol y “tall oil” (libres)). 
 Los contenidos totales de EV en los ingredientes analizados están 
comprendidos entre 13,06 y 86,4 g/100 g de muestra. Los contenidos de 
fitoestanoles siempre se hallan en cantidades inferiores a los fitoesteroles 
correspondientes (ej. β-sitosterol 40-80% y β-sitostanol 1-13%). En 
general, el contenido de EV totales coincide con el declarado en la 
información facilitada por el fabricante. 
 El β-sitosterol es el fitoesterol más abundante en todos los 
ingredientes, seguido de campesterol y estigmasterol. Los ingredientes 
elaborados con aceite de soja tienen los mayores contenidos de 
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estigmasterol (nº 1 y 4 > 10 veces vs otras muestras), hecho acorde con lo 
indicado por diversos autores (Phillips et al., 2002; Normén el al., 2007; 
Schwartz et al., 2008; Li et al., 2011). El fitoesterol menos abundante en 
los ingredientes es el brassicasterol. Solo los ingredientes que contienen 
colza en su composición presentan mayores contenidos de brassicasterol, 
al igual que lo indicado por diversos autores (Piironen et al., 2000; 
Philips et al., 2002; Normén el al., 2007; Schwartz et al., 2008; Li et al., 
2011; Ghazani et al., 2013). En el caso de ingredientes de “tall oil” (nº 2, 
3, 7 y 8) presentan mayores porcentajes de sitostanol y menores de 
estigmasterol y brassicasterol, acorde a lo indicado por Cantrill y 
Kawamura (2008). 
 La cantidad total de POPs presentes está comprendida entre  1,70 y 
27,12 mg POPs/100 g de ingrediente, ó de 7,61 a 31,39 mg/100 g de EV, 
(ingredientes 1 y 6, respectivamente). Solamente se detectan óxidos de β-
sitosterol, excepto en el ingrediente nº 4 que contiene 7-cetocampesterol. 
 De los resultados obtenidos, dado el bajo porcentaje de oxidación 
del β-sitosterol en los ingredientes analizados (< 0,046%), puede 
afirmarse que los EV permanecen estables en estas muestras. Los 
principales POPs proceden del β-sitosterol (7α/β-hidroxisitosterol, 7-
cetositosterol y sitostanotriol). Los óxidos correspondientes a los 
derivados 7-ceto y 7-hidroxi están presentes en mayor cantidad que los 
derivados triol, tendencia de acuerdo a lo observado en estudios previos 
en aceites vegetales (Lampi et al., 2002). En los ingredientes que 
proceden en su totalidad de aceite de soja, los derivados 7α-hidroxi, 7-
ceto y triol del β-sitosterol son los principales POPs, seguidos por 7β-
hidroxisitosterol. De modo similar, los óxidos mayoritarios detectados en 
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aceites de soja sometidos a luz solar son 7α-hidroxi, 7β-hidroxi y 7-ceto 
(Zhang et al., 2006). En las muestras que contienen aceite de girasol, el 
POP mayoritario es el 7-ceto, seguido de 7β-hidroxi y 7α-hidroxi, en 
cantidades similares. Estos perfiles están de acuerdo con los valores 
indicados para los aceites de girasol (Dutta, 1997; Bortolomeazzi et 
al., 2003; Zhang et al., 2005; Zhang et al., 2006).  
 Se ha establecido un modelo matemático predictivo que permite 
relacionar el contenido total de POPs con el de β-sitosterol y explicaría, 
en un 86,5%, el contenido de los óxidos con el análisis de este fitoesterol. 
 Los ingredientes que presentan un menor contenido en POPs en 
relación a su contenido en EV (mg POPs/100 g EV) son: Ingrediente nº 1 
(7,61) < ingrediente nº 5 (10,82) < ingrediente nº 3 (11,05) < ingrediente 
nº 2 (13,66). 
 De los ocho ingredientes analizados, se seleccionan los números: 3 
y 5 por ser los ingredientes que presentan un menor porcentaje de 
oxidación del β-sitosterol (0,014 y 0,016%, respectivamente). 
 Con los dos ingredientes seleccionados se elaboran, a escala de 
laboratorio, dos bebidas a base de zumo de frutas (mandarina, plátano y 
uva) con y sin leche, enriquecidas con cada uno de los dos ingredientes 
seleccionados en la etapa previa: nº 3 procedente de “tall oil” (EV en 
forma libre) o, nº 5 procedente de aceites vegetales (soja, colza, maíz y 
girasol) (EV en forma esterificada). 
 El contenido total de EV en la bebidas oscila entre 1,28 - 1,93 
g/100 g bebida. En todas las bebidas, el β-sitosterol es el más abundante 
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(> 70%), seguido del campesterol (6-13%) y estigmasterol (1-2%). Como 
era de esperar, las bebidas enriquecidas con el ingrediente que procede de 
aceites vegetales contienen brassicasterol y mayores contenidos de 
campesterol y campestanol que las enriquecidas con “tall oil”. Estos 
perfiles son acordes a lo indicado por Cantrill y Kawamura (2008) al 
comparar aceites vegetales y “tall oil”. Las bebidas enriquecidas con “tall 
oil”, presentan mayores porcentajes de sitostanol, hecho acorde al 
ingrediente utilizado. Los porcentajes de EV cumplen con la legislación 
vigente para bebidas de fruta a base de leche (Decisión 2004/336/CE): < 
80% β-sitosterol; < 15% β-sitostanol;  < 40% campesterol; < 5% 
campestanol; < 30% estigmasterol; < 3% brassicasterol; < 3% otros 
esteroles y estanoles. 
 En las bebidas analizadas solo se detectan óxidos de β-sitosterol. 
Los contenidos totales de POPs oscilan entre 665,3-827,3 µg POPs/100 g 
de bebida (42,9-57,4 mg/100 g de EV). No existen diferencias 
estadísticamente significativas en el contenido total de POPs en función 
del ingrediente utilizado. Los contenidos son superiores a los indicados 
por Soupas et al. (2006) para leche enriquecida con EV esterificados (203 
µg POPs/100 g de leche) o libres (218 µg POPs/100 g de leche) y 
Menéndez-Carreño et al. (2008a) (210 µg POPs/100 g de leche) en leche 
enriquecida con EV esterificados. El menor enriquecimiento de EV en 
estas muestras, 0,5% (Soupas et al., 2006) y 0,3% (Menéndez-Carreño et 
al., 2008a), podría justificar las diferencias encontradas con nuestras 
bebidas.  
 Para todas las bebidas objeto de estudio, el porcentaje de oxidación 
del β-sitosterol es bajo (0,07%), inferior al indicado por Soupas et al. 
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(2006) (0,08-0,09%) pero superior al de Menéndez-Carreño et al. (2008a) 
(0,04%).  
 Al relacionar el porcentaje de oxidación del β-sitosterol en los 
ingredientes utilizados para la formulación de las bebidas con los 
porcentajes determinados en las mismas, se observa un mayor grado de 
oxidación en estas últimas con respecto al ingrediente  (0,07% vs 
0,014%-0,016%). Este hecho podría ser debido al procesado de las 
bebidas, que incluye un mezclado a alta velocidad (27.000 rpm), dos 
etapas de homogenización (150 bares), posterior pasteurización (90 ºC/30 
s) y, finalmente, envasado en caliente (80 ºC). 
 Los perfiles de POPs identificados en ambos tipos de bebidas 
(zumo o zumo con leche) son similares, independientemente del 
ingrediente utilizado. Los POPs individuales son: 7α/β-hidroxisitosterol, 
α/β-epoxisitosterol y 7-cetositosterol y, en general, los porcentajes 
relativos siguen el orden: 7β-hidroxisitosterol (39-59%), seguido de 7-
cetositosterol (14-24%), β-epoxisitosterol (5-25%), 7α-hidroxisitosterol 
(6-14%) y α-epoxisitosterol (5-10%). Estos óxidos están presentes 
también en los ingredientes utilizados en el enriquecimiento en EV de las 
bebidas, si bien, en las mismas además se detectan α/β-epoxisitosteroles. 
En leche enriquecida con EV (Menéndez-Carreño et al., 2008a) el perfil 
de derivados oxidados del β-sitosterol (7-hidroxi > 7-ceto > α/β-epoxi) 
coincide con el obtenido en las bebidas objeto de estudio, aunque 
también se identifican derivados del campesterol y estigmasterol. 
 Por lo tanto, se observa que, independientemente de la fuente 
utilizada en el enriquecimiento de EV (libres o esterificados), el 
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porcentaje de oxidación en las bebidas objeto de estudio es bajo (0,07%) 
y ambos ingredientes serían adecuados para su utilización en este tipo de 
bebidas. 
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Estabilidad de los EV y formación de POPs  en  tres bebidas a 
base de zumo y/o leche enriquecidas con EV a lo largo del 
periodo de vida útil (6 meses) a tres temperaturas de 
almacenamiento (4, 24 y 37 ˚C). 
 Para la elaboración de las bebidas en planta piloto, se selecciona el 
ingrediente nº 3 con EV libres, en base a criterios analíticos. Se elaboran 
tres bebidas enriquecidas en EV: a base de leche desnatada y/o zumo de 
frutas. Se analizan durante su periodo de vida útil, a 0, 2, 4 y 6 meses, a 
temperaturas de almacenamiento de 4, 24 y 37 ºC. 
 Para el conjunto de las bebidas, independientemente de la 
temperatura y tiempo de almacenamiento, el contenido total de EV oscila 
entre 0,61 y 0,74 g/100 g de bebida. El β-sitosterol es el más abundante 
(> 77%), seguido del sitostanol (12-13%), campesterol (5,5-6%), 
estigmasterol (1,5-1,6%), campestanol (1,2-1,3%) y no se halla 
brassicasterol. Este perfil es acorde a lo indicado por otros autores (Maki 
et al., 2003 o  Jones et al., 2003) en bebidas enriquecidas con EV 
procedente de “tall oil”. 
 Los EV se mantienen estables durante el almacenamiento ya que no 
existen diferencias significativas en función del tiempo o temperatura de 
almacenamiento. Aunque disminuye (< 9%) el contenido de EV de las 
bebidas a base de leche  y a base de zumo almacenadas a 24 ˚C, esta 
disminución no es significativa y es del mismo orden que la indicada por 
otros autores: Menéndez-Carreño et al. (2008a) en leche enriquecida con 
EV almacenada un mes a temperatura ambiente (método Schaal) y 
Soupas et al. (2006) en leche enriquecida con EV almacenada 1,5 meses 
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a temperatura ambiente. Considerando el factor matriz, la bebida que 
contiene solo zumo de frutas presenta los mayores contenidos de EV 
totales e individuales.  
 El contenido total de carotenoides (t= 0) de la bebida que contiene 
solo zumo de frutas (0.265 mg β-caroteno/100 mL) es superior a la 
bebida a base de zumo de frutas con leche (0.112 mg β-caroteno/100 
mL). El contenido de carotenoides disminuye (36%) en el segundo mes, 
permaneciendo estable hasta el final del almacenamiento. La temperatura 
influye en el contenido total de carotenoides, observándose una mayor 
estabilidad con el almacenamiento a 4 ºC.  
 Los polifenoles totales presentes en las bebidas que contienen 
zumo de frutas oscilan entre 509-706 mg equivalentes de ácido gálico/L, 
y son del mismo orden a los indicados en bebidas de zumo de naranja, y 
zumo y leche, conteniendo cítricos en su composición (Klimczak et al., 
2007 y Zulueta et al., 2007, respectivamente). La bebida de zumo de 
frutas con leche presenta mayor contenido en polifenoles que la bebida a 
base de zumo. En función de la temperatura, el contenido en polifenoles 
totales es superior a 37 ˚C que a 4 ˚C; este hecho es acorde a lo indicado 
por García-Alonso et al. (2009) en zumo de tomate, quienes lo atribuyen 
a una posible formación de productos de la reacción de Maillard que 
reaccionarían con el reactivo de Folin-Ciocalteu, produciéndose una 
sobreestimación del contenido en polifenoles. A lo largo del tiempo de 
almacenamiento se producen fluctuaciones en el contenido de polifenoles 
totales, dándose una disminución entre los 2 y 4 meses y recuperándose 
los contenidos al final del periodo de almacenamiento, fenómeno 
señalado por Klimczak et al. (2007) y Piljac-Zegarac et al. (2009) en 
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zumos de frutas y que también podía deberse a interacciones con el 
reactivo de Folin-Ciocalteu. 
 La capacidad antioxidante total determinada por el método TEAC 
para las bebidas que contienen zumo de frutas oscila entre 573 y 1083 
µM Trolox, y para la bebida de leche entre 10 y 223 µM Trolox. Al 
evaluar la capacidad antioxidante de las bebidas objeto de estudio, se 
observa que existen diferencias significativas entre matrices, de modo 
que la bebida que contiene zumo y leche es la que presenta mayor 
capacidad antioxidante total. El orden es: bebida de leche y zumo de 
frutas > bebida de zumo de frutas >> bebida de leche.  
 La temperatura de almacenamiento de las bebidas no influye en la 
capacidad antioxidante, mientras que hacia el final del almacenamiento 
se observa un aumento de la misma, probablemente debido a: la 
presencia de compuestos con capacidad antioxidante en el zumo de 
frutas, la posible interacción entre los polifenoles y la leche que podría 
mantener la capacidad antioxidante en bebidas sometidas a tratamientos 
térmicos (Wegrzyn et al., 2008), la formación de compuestos de las 
últimas etapas de la reacción de Maillard, así como a cambios en la 
estructura de la caseína y proteínas séricas (Elías et al., 2008; Clausen et 
al., 2009).  
 El color se incrementa con el almacenamiento de las bebidas, en 
mayor medida en las que contienen zumo de frutas. Independientemente 
del tipo de bebida, el color aumenta con la temperatura siguiendo el 
orden: 37 ˚C > 24 ˚C > 4 ˚C. Hecho que podría deberse a diversos 
factores como la reacción de Maillard, pardeamiento enzimático, 
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degradación del ácido ascórbico y polimerización de antocianinas con 
otros compuestos polifenólicos (García- Alonso et al, 2003).  
 Aunque los EV parecen permanecer estables a lo largo del tiempo y 
temperatura de almacenamiento, no se descarta la posible formación de 
POPs. Por ello se evalúan dichos contenidos y se discuten en función del 
tipo de bebida. 
• Bebida a base de leche 
 El contenido total inicial de POPs en la bebida a base de leche 
desnatada es de 359 µg POPs/100 g bebida, contenidos superiores a los 
indicados por Alemany et al. (2013a) (98 µg/100 g bebida) y  a los  218 y 
210 µg/100 g bebida de Soupas et al. (2006) y Menéndez-Carreño et al. 
(2008a), respectivamente, para bebidas lácteas enriquecidas con EV. 
 El orden de abundancia relativa de los óxidos de β-sitosterol es α/β-
epoxi (32%) > 7β-hidroxi (14%) y 7-ceto (14%) > triol (6%) > 7α-
hidroxi (2%), al inicio del almacenamiento. En general, estas 
proporciones coinciden con lo señalado por otros autores en leche 
excepto en los  α/β-epoxi (Soupas et al., 2006; Menéndez-Carreño et al., 
2008a; Alemany et al., 2013a). Al final del almacenamiento los 
porcentajes de los derivados 7-ceto (14-15%) y 7α-hidroxi (2%) se 
mantienen, disminuyen los de triol (2-5%), 7β-hidroxi (7-12%) y β-epoxi  
(20-35%) y aumenta el de α-epoxi (38-46%). 
 En función del porcentaje de enriquecimiento en EV, el porcentaje 
de oxidación del β-sitosterol en las bebidas objeto de estudio a tiempo 
cero es 0,05%, valor inferior al obtenido por Soupas et al. (2006) (0,08%) 
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y superior a los de Menéndez-Carreño et al. (2008a) y Alemany et al. 
(2013a), que hallan un 0,04% y 0,02%, respectivamente. El porcentaje de 
oxidación del campesterol es 0,25%, superior al del β-sitosterol y del 
mismo orden al indicado por Menéndez-Carreño et al. (2008a). Las 
diferencias entre nuestros resultados y los de otros autores podrían 
deberse a distintos factores: nivel de enriquecimiento en EV, tipo de EV 
(libres o esterificados) y elaboración de las bebidas.  
 Independientemente del tiempo y la temperatura de 
almacenamiento, esta bebida a base de leche presenta mayores 
contenidos que las bebidas que contienen zumo de frutas, hecho que 
podría estar relacionado con la menor capacidad antioxidante total que 
presenta (González-Larena et al., 2012). El porcentaje de oxidación de 
los EV durante el almacenamiento oscila entre el  0,07% a tiempo cero y 
0,12-0,16% a los 6 meses, acorde con Menéndez-Carreño et al. (2008a) 
que señalan un incremento con el almacenamiento a temperatura 
ambiente, mientras que Soupas et al., (2006) no hallan cambios 
significativos por el almacenamiento a 4 y 24 ˚C durante 6 meses.  
• Bebidas a base de zumo de frutas o zumo de frutas y leche  
 El contenido total inicial de POPs en las bebidas a base de zumo de 
frutas y zumo de frutas y leche es 497 y 243 µg POPs/100 g bebida, 
respectivamente, contenidos superiores a Alemany et al. (2013a) (71 y 74 
µg/100 g bebida) e inferiores a los de Alemany-Costa et al. (2012) (665 y 
800  µg/100 g bebida) para bebidas similares.  
 Para la bebida a base de zumo de frutas y leche, el orden de 
abundancia relativa de los óxidos de β-sitosterol es: β-epoxi (28%) > 7β-
276 DISCUSIÓN GENERAL 
 
hidroxi (26%) > 7-ceto (20%) > α-epoxi (18%) > triol (5%) > 7α-hidroxi 
(3%). En la bebida de zumo de frutas, el orden es: α-epoxi (38%) > β-
epoxi (34%) > 7β-hidroxi y 7-ceto (11%) > triol (4%) > 7α-hidroxi (1%). 
En bebidas similares tanto de zumo de frutas y leche como  de zumo de 
frutas, los óxidos principales son 7β-hidroxi (Alemany-Costa et al., 2012) 
o 7-ceto (Alemany et al., 2013a). 
 El porcentaje de oxidación del β-sitosterol es 0,03 y 0,07% para la 
bebida de zumo de frutas y leche y bebida de zumo de frutas, 
respectivamente, valores similares a los obtenidos por Alemany-Costa et 
al. (2012) (0,06%), pero superior al obtenido por Alemany et al. (2013a) 
(0,01%) en bebidas similares. Las diferencias entre nuestros resultados y 
los de otros autores podrían deberse al  proceso de elaboración de las 
bebidas, ya que en Alemany-Costa et al. (2012) las bebidas están 
elaboradas a escala de laboratorio (sometidas a 80 ˚C/30 s), mientras que 
en las bebidas objeto de estudio están elaboradas a escala industrial 
(sometidas a 100-115 ˚C/15-30 s). 
 El porcentaje de oxidación de los EV durante el almacenamiento en 
la bebida de zumo de frutas y leche oscila entre 0,05% a tiempo cero y 
0,06-0,07% a los 6 meses, y en la bebida de zumo de frutas entre 0,08% a 
tiempo cero y 0,04-0,05% a los 6 meses. Estos porcentajes de oxidación 
son bajos e inferiores a los correspondientes a la bebida a base de leche, 
hecho que podría estar relacionado con la presencia de antioxidantes 
procedentes de la fruta utilizada en su elaboración. 
 Para cada tipo de bebida se establecen modelos matemáticos 
predictivos del contenido total de POPs con respecto al tiempo de 
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almacenamiento. Estos modelos explican en más de un 75% esta 
relación. Además, cada óxido analizado de β-sitosterol y campesterol 
guarda relación con el tiempo de almacenamiento y los modelos 
predictivos para los derivados 7-ceto explicarían en más de un 75% esta 
relación. Por ello, estos derivados podrían ser utilizados como 
marcadores del estado de oxidación de los EV en las bebidas objeto de 
estudio. 
 En resumen y para las tres bebidas objeto de estudio, a lo largo del 
almacenamiento se observa un aumento en el contenido de POPs en 
función de la matriz. El orden seguido es: bebida a base de leche >> 
zumo > zumo y leche. Con respecto a los POPs individuales, en general, 
el almacenamiento y la temperatura no influyen en su contenido. La 
bebida a base de leche tiene los mayores contenidos de POPs 
individuales. 
 Al comparar el contenido de POPs en las bebidas analizadas con la 
contribución teórica de POPs a partir del ingrediente utilizado, se observa 
un aumento (entre 3-6 veces) de éstos, hecho atribuible al proceso de 
elaboración de las bebidas, lo que pone en evidencia el impacto del 
procesado en el contenido total de POPs. 
 De los resultados obtenidos, tanto del análisis de EV como de POPs 
en el estudio de estabilidad, se concluye que la bebida de zumo de frutas 
y leche es una matriz apropiada para la elaboración de bebidas 
enriquecidas con EV, dada la mayor estabilidad de los EV en su periodo 
de vida útil. 
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De los resultados obtenidos se puede concluir que: 
 
1. Los métodos puestos a punto para la determinación de esteroles 
vegetales (EV) y óxidos de esteroles vegetales (POPs) son adecuados 
para su determinación en ingredientes fuentes de esteroles vegetales y 
bebidas elaboradas con los mismos. 
2. En los ingredientes fuente de esteroles vegetales analizados, el 
contenido en estos  y su porcentaje relativo cumple con la legislación 
vigente. El β-sitosterol es el esterol mayoritario seguido del 
campesterol y estigmasterol. Los fitoestanoles, siempre se hallan en 
menor cantidad que el fitoesterol correspondiente. El origen de los 
EV (“tall oil” o aceites vegetales) es determinante del perfil de EV. 
3. Los únicos POPs que se detectan en los ingredientes corresponden al 
β-sitosterol, a excepción de 7-cetocampesterol en uno de ellos. Los 
POPs principales son: 7α/β-hidroxisitosterol, 7-cetositosterol y en 
menor cantidad sitostanotriol.  
4. Aunque el porcentaje de oxidación de los EV en los ingredientes es 
bajo (< 0,05%), es recomendable la determinación de POPs en todo 
ingrediente que vaya a ser utilizado como fuente de enriquecimiento 
de EV en alimentos. 
5. En bebidas a base de zumo de frutas con o sin leche, el tipo de EV 
(libres o esterificados) empleados para su enriquecimiento no influye 
en el contenido total o individual de POPs. 
6. El almacenamiento (0-6 meses a 4, 24 y 37˚C) no afecta al contenido 
total de EV en bebidas a base de zumo y/o leche. Este hecho puede 
ser atribuible a la presencia de compuestos antioxidantes 
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(carotenoides, polifenoles, caseínas, proteínas séricas y productos de 
la reacción de Maillard). 
7. La matriz alimentaria influye notablemente en los contenidos totales 
e individuales de POPs. La bebida a base de zumo de frutas y leche 
presenta los menores contenidos de POPs a lo largo del 
almacenamiento.  
8. Se han establecido modelos predictivos, en función del tiempo de 
almacenamiento, de los contenidos individuales de POPs explicando 
los modelos más del 50%. Para 7-cetositosterol y 7-cetocampesterol 
los modelos obtenidos explican en más de un 75-85% 
respectivamente el contenido en estos óxidos, por ello pueden ser 
utilizados como marcadores de oxidación de los EV en estas bebidas. 
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 d
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st
an
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re
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 d
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00
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si
ci
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 d
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fi
to
es
te
ro
le
s 
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m
en
to
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du
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ac
éu
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m
ila
re
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od
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 p
ar
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st
er
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ic
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n 
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ri
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ro
ge
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 d
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ri
ca
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 d
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ra
ci
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ió
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 c
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bá
si
co
 y
 u
n 
ag
en
te
 d
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gr
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 d
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 m
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 d
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 d
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 c
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, d
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 c
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 d
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 d
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 d
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 d
e 
 0
,0
5 
a 
60
%
 e
n 
pe
so
 d
e 
ác
id
o 
ei
co
se
no
ic
o 
y 
ác
id
os
 g
ra
so
s 
n-
3 
y 
n-
6 
en
 r
el
ac
ió
n 
0,
6:
1 
a 
5,
0:
1 
so
br
e 
la
 b
as
e 
de
 la
 c
om
po
si
ci
ón
 d
e 
la
 g
ra
sa
 c
om
es
tib
le
. 
U
S 
20
09
02
38
94
2 
 
20
09
 
M
ét
od
o 
pa
ra
 e
l d
es
ar
ro
llo
 d
e 
fi
to
es
te
ro
le
s 
es
te
ri
fi
ca
do
s 
O
bt
en
ci
ón
 d
e 
in
gr
ed
ie
nt
e 
fu
nc
io
na
l a
de
cu
ad
o 
pa
ra
 s
u 
us
o 
en
 la
 f
ab
ri
ca
ci
ón
 d
e 
m
ar
ga
ri
na
s 
es
pe
ci
al
es
 y
 m
an
te
ca
s 
pa
ra
 p
an
ad
er
ía
. E
l m
ét
od
o 
de
 f
ab
ri
ca
ci
ón
 d
el
 
pr
od
uc
to
, s
e 
ba
sa
 e
n 
la
 e
st
er
if
ic
ac
ió
n 
de
 E
V
 c
on
 á
ci
do
s 
gr
as
os
 s
at
ur
ad
os
. L
a 
re
ac
ci
ón
 d
e 
es
te
ri
fi
ca
ci
ón
 s
e 
ll
ev
a 
a 
ca
bo
 a
 te
m
pe
ra
tu
ra
s 
el
ev
ad
as
, b
aj
o 
va
cí
o,
 e
n 
pr
es
en
ci
a 
de
 u
n 
ca
ta
li
za
do
r 
y,
 o
pc
io
na
lm
en
te
, d
e 
ac
ei
te
 d
e 
ca
no
la
 a
lto
 o
le
ic
o.
 E
l 
pr
od
uc
to
 d
e 
re
ac
ci
ón
 s
e 
ne
ut
ra
liz
a,
 d
es
pu
és
 s
e 
fi
ltr
a 
 p
re
fe
ri
bl
em
en
te
 d
os
 v
ec
es
 p
ar
a 
el
im
in
ar
 c
ua
lq
ui
er
 c
at
al
iz
ad
or
 r
es
id
ua
l. 
W
O
/2
01
0/
10
94
41
 
 U
S 
20
12
01
42
64
4 
20
10
 
 20
12
 
M
ét
od
o 
pa
ra
 la
 p
ro
du
cc
ió
n 
de
 
E
V
 é
st
er
es
 d
e 
fo
sf
ol
íp
id
os
 
M
ét
od
o 
pa
ra
 la
 p
ro
du
cc
ió
n 
de
 é
st
er
es
 d
e 
E
V
 m
ed
ia
nt
e 
el
 u
so
 d
e 
ac
ilt
ra
ns
fe
ra
sa
 
lip
íd
ic
a 
en
 u
n 
m
ed
io
 a
cu
os
o 
y 
la
 c
om
bi
na
ci
ón
 d
e 
un
a 
co
m
po
si
ci
ón
 d
e 
fo
sf
ol
íp
id
os
. 
E
l m
ét
od
o 
in
cl
uy
e:
 a
) 
m
ez
cl
ar
 e
nt
re
 u
n 
10
%
 -
 7
0%
 d
e 
fo
sf
ol
íp
id
os
 y
 c
om
o 
m
ín
im
o 
un
 5
%
 d
e 
ag
ua
; a
ci
ltr
an
sf
er
as
a 
y 
E
V
. b
) 
pu
ri
fi
ca
r 
lo
s 
és
te
re
s 
de
 E
V
 d
e 
di
ch
a 
m
ez
cl
a.
  
U
so
 p
ar
a 
pr
od
uc
to
s 
al
im
en
tic
io
s 
y 
pr
od
uc
to
s 
co
sm
ét
ic
os
. 
 
A
N
EX
O
S 
33
1 
 
N
º 
de
 p
at
en
te
 
A
ño
 
D
en
om
in
ac
ió
n
 
D
es
cr
ip
ci
ón
 
W
O
/2
01
1/
14
44
05
 
20
11
 
G
ra
sa
s 
ex
te
ns
ib
le
s 
al
im
en
ta
ri
as
 
G
ra
sa
s 
ex
te
ns
ib
le
s 
qu
e 
co
nt
ie
ne
n 
el
 8
5%
 e
n 
pe
so
 d
e 
gr
as
a,
 d
e 
0,
1 
a 
20
%
 e
n 
pe
so
 d
e 
E
V
 y
 d
os
 e
m
ul
ge
nt
es
, e
l p
ri
m
er
o 
es
 u
n 
bi
po
li
m
er
o 
so
lu
bl
e 
en
 a
gu
a 
y 
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 d
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 d
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 c
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 d
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te
s 
co
m
es
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 c
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ad
ic
ió
n
 d
e 
E
V
 a
 p
ro
d
u
ct
os
 t
an
to
 h
id
ro
fí
li
co
s 
co
m
o 
li
p
of
íl
ic
os
 
E
P
11
42
49
4 
20
01
 
M
ic
ro
m
ol
ie
nd
a 
de
 E
V
 y
 
em
ul
ge
nt
es
 
L
os
 E
V
 li
br
es
 o
 e
st
er
if
ic
ad
os
 y
 o
tr
os
 e
st
er
ol
es
 s
e 
so
m
et
en
 a
 u
na
  m
ic
ro
m
ol
ie
nd
a 
co
n 
em
ul
ge
nt
es
 e
n 
un
 d
is
ol
ve
nt
e 
(a
gu
a 
o 
ac
ei
te
 c
om
es
tib
le
) 
pa
ra
 p
ro
du
ci
r 
un
a 
di
sp
er
si
ón
 
qu
e 
se
 p
ue
de
 in
co
rp
or
ar
 e
n 
al
im
en
to
s 
gr
as
os
, b
aj
os
 e
n 
gr
as
a,
  p
ro
du
ct
os
 n
o 
gr
as
os
 y
 
al
im
en
to
s 
si
n 
tr
ig
lic
ér
id
os
. T
al
es
 d
is
pe
rs
io
ne
s 
se
 p
ue
de
n 
ut
ili
za
r 
pa
ra
 in
co
rp
or
ar
 
ni
ve
le
s 
re
la
ti
va
m
en
te
 a
lt
os
 d
e 
E
V
 e
n 
pr
od
uc
to
s 
al
im
en
tic
io
s 
si
n 
lo
s 
ef
ec
to
s 
or
ga
no
lé
pt
ic
os
 a
dv
er
so
s 
qu
e 
no
rm
al
m
en
te
 s
e 
as
oc
ia
n 
co
n 
el
 u
so
 d
e 
E
V
. 
33
2 
A
N
EX
O
S 
 
N
º 
de
 p
at
en
te
 
A
ño
 
D
en
om
in
ac
ió
n
 
D
es
cr
ip
ci
ón
 
W
O
/ 2
00
9/
08
91
17
 
20
09
 
E
nc
ap
su
la
ci
ón
 d
e 
co
m
po
ne
nt
es
 in
es
ta
bl
es
 p
or
 
ox
id
ac
ió
n 
M
at
er
ia
l e
nc
ap
su
la
do
 q
ue
 c
on
ti
en
e 
un
 n
úc
le
o 
se
ns
ib
le
 a
 la
 o
xi
da
ci
ón
 c
ub
ie
rt
o 
po
r 
al
 
m
en
os
 u
na
 c
ap
a 
de
 f
os
fo
líp
id
o 
co
n 
E
V
 e
n 
el
 n
úc
le
o.
 M
ed
ia
nt
e 
el
 u
so
 d
e 
la
 
m
ic
ro
en
ca
ps
ul
ac
ió
n,
 s
e 
pr
ot
eg
e 
a 
lo
s 
E
V
 d
e 
la
 o
xi
da
ci
ón
. 
U
S 
20
10
02
98
26
1 
20
10
 
C
om
pu
es
to
s 
al
im
en
ta
ri
os
 p
ar
a 
re
du
ci
r 
el
 c
ol
es
te
ro
l 
C
om
po
si
ci
on
es
 m
ej
or
ad
as
 p
ar
a 
la
 r
ed
uc
ci
ón
 d
e 
lo
s 
ni
ve
le
s 
de
 c
ol
es
te
ro
l. 
So
n 
co
m
bi
na
ci
on
es
 d
e 
un
a 
o 
va
ri
as
 f
ib
ra
s 
di
et
ét
ic
as
 (
pr
ef
er
ib
le
m
en
te
 β
-g
lu
ca
no
) 
y 
E
V
 
lib
re
s 
o 
es
te
ri
fi
ca
do
s.
 S
e 
pu
ed
en
 u
ti
liz
ar
 c
om
o 
pr
od
uc
to
s 
fa
rm
ac
éu
tic
os
 o
 
nu
tr
ac
éu
tic
os
. 
U
S 
20
10
01
12
18
5 
Y
 
W
O
/2
01
0/
05
11
48
 
20
10
 
C
om
pu
es
to
 d
e 
fi
to
es
te
ro
le
s 
y 
sa
l p
ar
a 
ap
lic
ac
ió
n 
en
 
su
pe
rf
ic
ie
 d
e 
pr
od
uc
to
s 
al
im
en
tic
io
s 
 
A
l m
en
os
 u
n 
tip
o 
de
 E
V
 s
e 
co
m
bi
na
n 
co
n 
al
 m
en
os
 u
na
 s
al
 d
e 
un
 ta
m
añ
o 
de
 
pa
rt
íc
ul
a 
si
m
ila
r,
 p
ar
a 
fo
rm
ar
 u
na
 m
ez
cl
a 
ho
m
og
én
ea
 y
  g
ar
an
tiz
ar
 q
ue
 n
i l
os
 E
V
 n
i 
el
 c
om
po
ne
nt
e 
de
 s
al
 s
ed
im
en
ta
n.
 D
ic
ha
 m
ez
cl
a 
se
 a
pl
ic
a 
a 
la
 s
up
er
fi
ci
e 
de
 u
n 
pr
od
uc
to
 a
lim
en
tic
io
 ti
po
 a
pe
ri
tiv
o 
ca
lie
nt
e 
(s
na
ck
).
 L
os
 E
V
 p
ue
de
n 
se
r 
un
a 
m
ez
cl
a 
de
 li
br
es
 y
 e
st
er
if
ic
ad
os
 s
ie
nd
o 
al
 m
en
os
 e
l 9
5%
 E
V
 li
br
es
.  
E
P
 2
27
96
73
 
20
11
 
C
om
pu
es
to
 p
ar
a 
di
sm
in
ui
r 
el
 
co
le
st
er
ol
 s
ér
ic
o 
C
om
bi
na
ci
on
es
 d
e 
fi
br
a 
di
et
ét
ic
a 
y 
E
V
. S
e 
pu
ed
en
 u
til
iz
ar
 c
om
o 
ta
le
s,
  o
 c
om
o 
in
gr
ed
ie
nt
es
 e
n 
pr
od
uc
to
s 
al
im
en
tic
io
s.
 C
on
tie
ne
n 
un
a 
o 
va
ri
as
 f
ib
ra
s,
 
pr
ef
er
ib
le
m
en
te
 β
-g
lu
ca
no
, e
n 
co
m
bi
na
ci
ón
 c
on
 u
no
 o
 v
ar
io
s 
E
V
 e
n 
su
 f
or
m
a 
lib
re
 ó
 
es
te
ri
fi
ca
da
. 
W
O
20
13
06
76
03
 
20
13
 
E
nc
ap
su
la
ci
ón
 p
ar
a 
in
gr
ed
ie
nt
es
 a
li
m
en
tic
io
s,
 
su
pl
em
en
to
s 
y 
fá
rm
ac
os
 
P
ro
ce
so
 p
ar
a 
la
 o
bt
en
ci
ón
 d
e 
m
ic
ro
en
ca
ps
ul
ad
os
 d
e 
pr
od
uc
to
s 
lip
íd
ic
os
 y
 b
io
ac
ti
vo
s 
lip
ol
iti
co
s 
se
ns
ib
le
s 
a 
la
 o
xi
da
ci
ón
. S
e 
ob
tie
ne
 a
 p
ar
tir
 d
e:
 a
) 
so
lu
ci
ón
 a
cu
os
a 
qu
e 
co
nt
ie
ne
 u
na
 o
 m
ás
 p
ro
te
ín
as
 c
on
 g
ru
po
s 
am
in
o 
lib
re
s 
(c
as
eí
na
, s
oj
a,
 s
ue
ro
 d
e 
le
ch
e,
 
ge
la
ti
na
, h
ue
vo
, a
lb
úm
in
a,
 p
ro
te
ín
as
 d
e 
al
ga
s,
 le
va
du
ra
, p
ro
te
ín
as
 d
e 
ho
ng
os
, y
 la
s 
fo
rm
as
  h
id
ro
liz
ad
as
 d
e 
es
ta
s)
 y
/ó
 a
l m
en
os
 u
n 
líp
id
o 
co
n 
gr
up
os
 a
m
in
o 
lib
re
s,
 
in
cl
uy
en
do
 g
ra
sa
s,
 c
er
as
, e
st
er
ol
es
 o
bt
en
id
os
 d
e 
ac
ei
te
 v
eg
et
al
, a
ce
ite
 d
e 
pe
sc
ad
o,
 
gr
as
as
 a
ni
m
al
es
 y
 m
ez
cl
as
 d
e 
lo
s 
m
is
m
os
; b
) 
U
no
 o
 m
ás
 h
id
ra
to
s 
de
 c
ar
bo
no
 c
on
 u
n 
gr
up
o 
az
úc
ar
 r
ed
uc
to
r 
(m
on
os
ac
ár
id
o,
 d
is
ac
ár
id
o,
 tr
is
ac
ár
id
o,
 o
lig
os
ac
ár
id
o,
 
m
al
to
de
xt
ri
na
, m
al
to
de
xt
ri
na
s 
re
si
st
en
te
s,
 a
lm
id
ón
,  
de
ri
va
do
s 
de
 a
lm
id
ón
, j
ar
ab
e 
de
 
gl
uc
os
a,
 s
ól
id
os
 d
e 
ja
ra
be
 d
e 
gl
uc
os
a 
y 
m
ie
l)
. D
ic
ha
s 
pr
ot
eí
na
s 
y/
o 
líp
id
os
 (
a)
 
re
ac
ci
on
an
 c
on
 lo
s 
hi
dr
at
os
 d
e 
ca
rb
on
o 
(b
) 
de
 f
or
m
a 
qu
e 
al
 c
al
en
ta
r 
la
 m
ez
cl
a 
se
 
pr
od
uc
e 
la
 g
lic
ac
ió
n 
si
n 
co
ag
ul
ac
ió
n,
 p
os
te
ri
or
m
en
te
 s
e 
se
ca
 o
bt
en
ie
nd
o 
un
 
co
m
pu
es
to
 a
da
pt
ad
o 
a 
la
 r
eh
id
ra
ta
ci
ón
 y
 la
 f
or
m
ac
ió
n 
de
 u
n 
en
ca
ps
ul
ad
o.
 
 
A
N
EX
O
S 
33
3 
 
N
º 
de
 p
at
en
te
 
A
ño
 
D
en
om
in
ac
ió
n
 
D
es
cr
ip
ci
ón
 
P
at
en
te
s 
d
e 
ad
ic
ió
n
 d
e 
E
V
 a
 p
ro
d
u
ct
os
 d
e 
b
as
e 
ac
u
os
a 
W
O
00
05
20
29
 
20
00
 
P
ro
ce
so
 p
ar
a 
la
 p
re
pa
ra
ci
ón
 d
e 
un
 d
er
iv
ad
o 
de
 e
st
er
ol
 s
ol
ub
le
 
en
 a
gu
a 
pa
ra
 la
 in
hi
bi
ci
ón
 d
e 
la
 a
bs
or
ci
ón
 d
e 
co
le
st
er
ol
 
P
re
pa
ra
ci
ón
 d
e 
de
ri
va
do
s 
de
 e
st
er
ol
 s
ol
ub
le
s 
en
 a
gu
a,
 p
ar
a 
su
 u
so
 e
n 
pr
od
uc
to
s 
al
im
en
tic
io
s 
y 
be
bi
da
s 
co
n 
ba
se
 a
cu
os
a.
 L
os
 c
om
pu
es
to
s 
se
 o
bt
ie
ne
n 
po
r 
re
ac
ci
ón
 
de
: E
V
 y
 a
nh
íd
ri
do
 s
uc
cí
ni
co
 o
 g
lu
tá
ri
co
 e
n 
un
 d
is
ol
ve
nt
e 
no
 p
ol
ar
 e
n 
pr
es
en
ci
a 
de
 
un
 c
at
al
iz
ad
or
 b
ás
ic
o,
 s
eg
ui
do
 p
or
 e
l a
co
pl
am
ie
nt
o 
de
 p
ol
ím
er
os
 h
id
ró
fi
lo
s 
en
 u
n 
di
so
lv
en
te
 o
rg
án
ic
o 
no
 p
ol
ar
 e
n 
pr
es
en
ci
a 
de
 u
n 
ca
ta
liz
ad
or
 b
ás
ic
o 
y 
un
 a
ge
nt
e 
de
 
ac
op
la
m
ie
nt
o.
 
W
O
02
02
82
04
 
20
02
 
M
ét
od
o 
pa
ra
 la
 d
is
pe
rs
ió
n 
de
 
es
te
ro
le
s 
ve
ge
ta
le
s 
en
 b
eb
id
as
, 
do
nd
e 
el
 ta
m
añ
o 
de
 p
ar
tíc
ul
a 
es
 a
 e
sc
al
a 
na
no
m
ét
ri
ca
 
P
re
pa
ra
ci
ón
 d
e 
E
V
 c
on
 ta
m
añ
o 
de
 p
ar
tíc
ul
a 
en
 la
 e
sc
al
a 
na
no
m
ét
ri
ca
 p
ar
a 
la
 
di
sp
er
si
ón
 e
n 
be
bi
da
s.
 L
a 
di
sp
er
si
ón
 s
e 
in
ic
ia
 m
ez
cl
an
do
 lo
s 
E
V
 c
on
 a
l m
en
os
 u
n 
em
ul
ge
nt
e 
(s
ac
ar
os
a 
ác
id
o 
gr
as
o 
és
te
r,
 s
or
bi
tá
n 
ác
id
o 
gr
as
o 
es
te
r 
y/
o 
po
lig
lic
er
in
a 
ác
id
o 
gr
as
o 
és
te
r)
 y
 s
e 
m
ez
cl
a 
co
n 
la
 b
eb
id
a 
ac
uo
sa
 q
ue
 p
ue
de
 c
on
te
ne
r 
ta
m
bi
én
 u
n 
em
ul
ge
nt
e.
  
U
S2
00
30
03
13
1 
20
03
 
M
ét
od
o 
pa
ra
 la
 f
ab
ri
ca
ci
ón
 d
e 
un
 c
om
pu
es
to
 s
ol
id
o 
qu
e 
co
nt
ie
ne
 e
st
er
ol
es
 d
is
pe
rs
ab
le
s 
en
 a
gu
a 
P
ro
ce
di
m
ie
nt
o 
pa
ra
 p
ro
du
ci
r 
 u
n 
co
m
pu
es
to
 s
ol
id
o 
qu
e 
co
nt
ie
ne
 e
st
er
ol
es
 
di
sp
er
sa
bl
es
 e
n 
ag
ua
 y
 le
ci
ti
na
 c
om
o 
em
ul
ge
nt
e,
 u
ti
liz
an
do
 u
n 
co
ad
yu
va
nt
e 
de
 
se
ca
do
 p
ar
a 
la
 h
om
og
en
iz
ac
ió
n 
en
 e
l s
ec
ad
o 
po
r 
pu
lv
er
iz
ac
ió
n 
de
l p
ro
du
ct
o.
 
U
S2
00
36
62
37
80
 
20
03
 
P
ro
du
ct
os
 d
e 
es
te
ro
l p
ar
a 
di
sp
er
si
ón
 a
cu
os
a 
P
re
pa
ra
ci
ón
 d
e 
es
te
ro
le
s 
di
sp
er
sa
bl
es
 e
n 
ag
ua
 p
ar
a 
su
 u
so
 e
n 
su
pl
em
en
to
s 
di
et
ét
ic
os
 
y 
al
im
en
to
s,
 p
ar
tic
ul
ar
m
en
te
 e
n 
be
bi
da
s.
 
U
S2
00
46
67
73
27
 
20
04
 
C
om
po
si
ci
on
es
 d
e 
E
V
 
P
re
pa
ra
ci
ón
 d
e 
un
a 
co
m
po
si
ci
ón
 c
om
es
tib
le
 q
ue
 c
on
tie
ne
 u
n 
E
V
, u
na
 p
ro
te
ín
a 
ai
sl
ad
a 
so
lu
bl
e 
en
 a
gu
a 
y,
 o
pc
io
na
lm
en
te
, u
n 
em
ul
ge
nt
e.
 
E
P
17
49
52
0 
20
07
 
E
st
er
ol
es
 e
nc
ap
su
la
do
s 
di
sp
er
sa
bl
es
 e
n 
ag
ua
 
P
ro
du
cc
ió
n 
de
 p
ol
vo
 d
is
pe
rs
ab
le
 e
n 
ag
ua
 q
ue
 c
on
tie
ne
 E
V
 m
ed
ia
nt
e 
en
ca
ps
ul
ac
ió
n 
de
 lo
s 
E
V
 c
on
 a
lm
id
ón
 y
 u
n 
al
m
id
ón
 m
od
if
ic
ad
o 
(é
st
er
 d
e 
al
m
id
ón
) 
y,
 
pr
ef
er
ib
le
m
en
te
, u
n 
ag
en
te
 te
ns
io
ac
tiv
o.
  
 
 
 
 
 
U
S2
00
80
18
76
45
 
20
08
 
P
ro
du
ct
os
 a
li
m
en
ta
ri
os
 b
aj
os
 
en
 e
ne
rg
ía
  
P
ro
du
ct
o 
em
ul
si
on
ad
o 
pa
ra
 la
 a
di
ci
ón
 a
 a
li
m
en
to
s 
de
 b
as
e 
ac
uo
sa
, q
ue
 c
on
tie
ne
: 0
 a
 
5%
 (
p/
p)
 d
e 
T
G
, 0
,5
 a
 6
0%
 (
p/
p)
 d
e 
E
V
 e
st
er
if
ic
ad
os
 c
on
 á
ci
do
s 
gr
as
os
, d
on
de
 d
el
 0
 
a 
7%
 (
p/
p)
 d
e 
es
to
s 
A
G
 s
on
 s
at
ur
ad
os
. O
pc
io
na
lm
en
te
 s
e 
ad
ic
io
na
n 
un
o 
o 
m
ás
 
em
ul
ge
nt
es
. 
  
33
4 
A
N
EX
O
S 
 
N
º 
de
 p
at
en
te
 
A
ño
 
D
en
om
in
ac
ió
n
 
D
es
cr
ip
ci
ón
 
U
S2
00
87
33
53
89
 
20
08
 
E
V
 p
ar
a 
su
 a
di
ci
ón
 a
 b
eb
id
as
 
P
re
pa
ra
ci
ón
 d
e 
un
a 
di
sp
er
si
ón
 e
st
ab
le
 d
e 
E
V
 e
n 
un
 m
at
er
ia
l a
cu
os
o,
 p
ar
a 
m
ej
or
ar
 la
 
so
lu
bi
lid
ad
 d
e 
lo
s 
E
V
 e
n 
la
s 
be
bi
da
s 
(e
l t
am
añ
o 
de
 la
s 
pa
rt
íc
ul
as
 d
e 
E
V
 o
sc
ila
 e
nt
re
 
0,
1-
30
 µ
m
).
 
E
P
20
02
72
6 
 U
S2
00
90
06
10
64
 
20
08
 
 20
09
 
P
ro
ce
so
 p
ar
a 
la
 p
ro
du
cc
ió
n 
de
 
un
a 
be
bi
da
 a
 b
as
e 
de
 le
ch
e 
co
n 
es
te
ro
le
s 
ve
ge
ta
le
s 
 
B
eb
id
a 
lá
ct
ea
 c
on
 E
V
 c
on
 u
na
 e
xc
el
en
te
 e
st
ab
ili
da
d,
 e
n 
la
 q
ue
 lo
s 
E
V
 p
er
m
an
ec
en
 
em
ul
si
on
ad
os
 d
e 
m
an
er
a 
es
ta
bl
e 
du
ra
nt
e 
el
 a
lm
ac
en
am
ie
nt
o 
a 
la
rg
o 
pl
az
o.
 D
ic
ha
 
be
bi
da
 c
on
tie
ne
 E
V
, l
ec
he
 y
, a
l m
en
os
, u
n 
em
ul
ge
nt
e 
se
le
cc
io
na
do
 d
e 
(a
) 
ác
id
o 
m
on
oa
ci
lg
lic
ér
id
o 
y 
ca
se
in
at
o 
de
 s
od
io
, y
 (
b)
 c
el
ul
os
a 
m
ic
ro
cr
is
ta
lin
a.
  A
de
m
ás
 la
 
be
bi
da
 c
on
tie
ne
 a
l m
en
os
 u
n 
el
em
en
to
 d
e 
lo
s 
si
gu
ie
nt
es
: é
st
er
es
 d
e 
ác
id
os
 g
ra
so
s 
de
 
sa
ca
ro
sa
, g
om
a 
de
 x
an
ta
no
, g
om
a 
ge
lá
n 
na
tu
ra
l y
 c
ar
ra
ge
na
no
. 
U
S2
00
80
13
84
88
 
20
08
 
M
ét
od
o 
pa
ra
 la
 p
re
pa
ra
ci
ón
 d
e 
po
lv
o 
de
 e
st
er
ol
es
 v
eg
et
al
es
 y
 
ob
te
nc
ió
n 
de
 a
li
m
en
to
s 
y 
be
bi
da
s 
qu
e 
lo
s 
co
nt
ie
ne
n 
P
re
pa
ra
ci
ón
 d
e 
és
te
re
s 
de
 E
V
 e
n 
po
lv
o.
 M
ed
ia
nt
e 
la
 e
m
ul
si
ón
 d
e 
lo
s 
és
te
re
s 
de
 E
V
 
en
 u
na
 s
ol
uc
ió
n 
ac
uo
sa
 q
ue
 c
on
tie
ne
 u
n 
al
m
id
ón
 m
od
if
ic
ad
o 
co
n 
su
cc
in
at
o 
de
 
oc
te
ni
lo
 y
 u
na
 d
ex
tr
in
a 
in
di
ge
ri
bl
e 
y 
po
st
er
io
r 
pu
lv
er
iz
ac
ió
n 
de
 la
 e
m
ul
si
ón
 
re
su
lta
nt
e.
  
W
O
/2
00
9/
14
72
97
 
 U
S 
20
11
00
81
44
7 
 20
09
 
 20
11
 
 
C
om
po
si
ci
ón
 d
e 
pa
n 
co
n 
un
 
m
ej
or
 v
ol
um
en
 
C
om
po
si
ci
ón
 d
e 
pa
n 
qu
e 
se
 c
om
po
ne
, e
n 
pe
so
 s
ec
o,
 d
e 
78
-9
8%
 d
e 
ha
ri
na
 y
 2
 a
 2
2%
 
de
 é
st
er
es
 d
e 
E
V
 e
n 
fo
rm
a 
de
 p
ol
vo
, l
os
 c
ua
le
s 
co
nt
ie
ne
n 
de
 5
0 
a 
95
%
 d
e 
és
te
re
s 
de
 
E
V
 y
 d
e 
 5
 a
 5
0%
 d
e 
un
 e
xc
ip
ie
nt
e 
(p
re
fe
ri
bl
em
en
te
 m
al
to
de
xt
ri
na
 y
 u
n 
co
m
po
ne
nt
e 
qu
e 
co
nt
ie
ne
 p
ro
te
ín
a)
.  
W
O
/2
00
9/
01
33
95
 
 U
S 
20
10
02
09
58
7 
20
09
 
 20
10
 
M
ét
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ANEXO II: Metodologías. 
 
1. Obtención e identificación por GC(FID)/GC-MS de patrones de 
óxidos de esteroles vegetales termo-oxidados 
 
 Al no existir patrones de POPs comercializados, es necesaria su 
obtención e identificación con el fin de poner a punto un método de 
análisis de los mismos en las muestras objeto de estudio.  
 Se aplica el método descrito por Conchillo et al. (2005) con 
modificaciones. La obtención de patrones de POPs se basa en un proceso 
de oxidación por aplicación de calor en presencia de oxígeno (termo-
oxidación). Posteriormente se purifican mediante TLC y SPE, se 
derivatizan a TMSE y se inyectan en el GC(FID) y GC-MS. 
A. Termo-oxidación: obtención de POPs 
 Dos alícuotas de 10 mL de una disolución (1 mg/mL)  de patrón β-
sitosterol (60% sitosterol, 30% campesterol y trazas de estigmasterol) se 
introduce en placas Petri, se llevan a sequedad en corriente de N2 y se 
someten a un tratamiento térmico a 150 ºC, en estufa con aireación, 
durante 2 h. El residuo de cada termo-oxidación se redisuelve con 
hexano:isopropanol (Hx:Ip) (3:2, v/v) y se afora a 10 mL. 
 De forma similar, se realiza la termo-oxidación con disoluciones 
patrón de (0,8 mg/mL) campesterol (98,6%) y (1 mg/mL) estigmasterol 
(95%). 
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B. Purificación por cromatografía en capa fina 
 Cinco mL de cada proceso de termo-oxidación se evaporan hasta 
sequedad, se disuelven con 150 μL de cloroformo y se siembran en una 
placa de TLC de gel de sílice junto con una mezcla de patrones de COPs 
(0,1 mg/mL) (7α/β-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, α/β-
epoxicolesterol y colestanotriol) como referencia para su identificación. 
La fase móvil utilizada es EE:hexano:etanol (70:30:3, v/v/v) y el 
desarrollo de la placa se da en oscuridad a 4 ºC. 
 Tras la elución, 1/3 de la placa se pulveriza con ácido sulfúrico 
(80%, v/v), lo que permite una mejor visualización de las bandas y 2/3 
con una disolución metanólica de 2’,7’-diclorofluoresceína, para su 
visualización bajo luz UV (figura nº 11). 
Figura nº 11: Placa de TLC de patrones termo-oxidados junto con patrones de COPs. 
Revelado con ácido 
sulfúrico
Revelado con 2’,7’-
diclorofluoresceína
Banda 1
Banda 2
Banda 3
Banda 4
Banda 5
Siembra de patrones
Frente de elución
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 Las bandas de interés (cuadro nº 11) se raspan (de la parte 
pulverizada con 2’,7’-diclorofluoresceína) de la placa y se extraen tres 
veces con 1 mL de cloroformo. 
Cuadro nº 11. Bandas de la TLC de los productos de oxidación 
obtenidos por termo-oxidación. 
Bandas Rf Compuestos 
1 0,34-0,36 esterol no oxidado 
2 0,27-0,28 α/β-epoxesteroles 
3 0,23-0,24 7-cetoesteroles 
4 0,18 7β-hidroxiesteroles 
5 0,14 7α-hidroxiesteroles y trioles 
  TLC: cromatografía en capa fina; Rf: frente relativo. 
 
C. Purificación por extracción en fase sólida 
 Un mL de cada proceso de termo-oxidación, se purifica mediante 
SPE (columna de sílice de 500 mg) según el método descrito por 
Guardiola et al. (1995). Para ello, las columnas de SPE se activan con 5 
mL de hexano y, a continuación, se introducen en la columna las 
disoluciones de patrón termo-oxidados redisueltos en hexano:éter (95:5, 
v/v) procediéndose a la elución de los EV no oxidados con la mezcla de 
disolventes siguientes y aplicando vacío: 5 mL de hexano; 10 mL de 
hexano:éter (95:5, v/v); 30 mL de hexano:éter (90:10, v/v); 10 mL de 
hexano:éter (80:20, v/v); 10 mL de acetona.  
 En la fracción acetónica es donde se encuentran los POPs, se 
recoge en un tubo de fondo redondo de 20 mL. 
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D. Derivatización en compuestos trimetilsililéteres  
 Las disoluciones de POPs procedentes de las bandas de TLC así 
como las purificadas por SPE se derivatizan siguiendo los 
procedimientos de Sweeley et al. (1963) y Menéndez-Carreño et al. 
(2008a). 
 Los tubos cónicos para derivatizar han de estar secos (deben estar 
en desecador un mínimo de 24 h). Se tratan con un poco de reactivo 
derivatizante (piridina:HMDS:TMCS, 5:2:1, v/v/v) pasándolo por toda la 
pared del tubo y se seca con N2 (para evitar la posible absorción de los 
analitos al tubo durante la derivatización). 
 Se introducen las disoluciones de POPs obtenidos, en el tubo 
cónico preparado como se ha indicado anteriormente junto con 5 µg/µL 
de PI (19-OHcol), se evapora el disolvente bajo corriente de N2 y se 
adiciona el reactivo derivatizante (en exceso, unos 70 μL) con pipeta 
Pasteur de vidrio. Se purga 30 s con N2 y se introduce en bloque 
calefactor durante 25 min a 40 ºC (agitando a los 15 min). A 
continuación, se atempera y se  evapora el resto de reactivo en corriente 
de N2. Se redisuelve con 1 mL de hexano, se agita en ultrasonidos 
durante 3 min y se filtra a una velocidad aproximada de 1 gota/s con 
filtro Millex FH para eliminar los residuos de reactivo derivatizante. 
Previamente, se activan estos filtros con 1 mL de hexano.  
 Las disoluciones derivatizadas según el apartado anterior se 
inyectan (1µL) en GC-MS para su identificación y GC(FID) para su 
cuantificación, utilizando las condiciones descritas en el cuadro nº 12. 
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Cuadro nº 12.  Condiciones instrumentales para la determinación de 
POPs en GC(FID) y GC-MS. 
 GC (FID) GC-MS 
Modelo 
Perkin-Elmer 
AutoSystem XL 
Thermo Scientific Trace 
GC-Ultra 
Columna 
Pre-columna en GC-MS  (2m x 0,32 mm x 0,25 µm) 
Varian: CP-Sil 8 bajo sangrado/MS 
(50 m x 0,25 mm x 0,25 µm) 
Temperatura del 
inyector (ºC) 
(split) 
325 (PTV) 
(1:10 split ratio) 
Detector 
Ionización de llama 
(FID) 
Tª 325 ºC 
ITQ 900 detector de masas, trampa 
iónica  
Corriente emisión -70 eV 
Intervalo de espectro 50-650 m/z. 
Tª 250 ºC 
Gas portador 
H2 
15 psi 0,7 mL/min 
Programa horno 
   ∆Tª Tª (ºC) (min) 
T1  70 1 
T2 30 280 12 
T3 0,7 290 20 
T4 30 320 45 
GC(FID): cromatógrafo de gases con detector de ionización de llama; GC-MS: 
cromatógrafo de gases con detector de masas; PTV: sistema de vaporización con 
temperatura programada. 
 La identificación por GC-MS se realiza en base a los patrones de 
fragmentación y los tiempos de retención obtenidos en estudios previos 
(García-Llatas et al., 2008) y consultados en la bibliografía (Dutta, 1997; 
Dutta y Appelqvist, 1997; Soupas et al., 2004b; Zhang et al., 2005; 
Menendez-Carreño et al., 2008a), así como el patrón de elución de POPs 
en la TLC según Conchillo el al. (2005). También se procede a la 
optimización  de un método de identificación de POPs por GC-MS/MS, 
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los patrones de POPs termo-oxidados y purificados por SPE se inyectan 
en GC-MS y se ensayan distintas energías de colisión (EC) (1,0-3,7 eV) 
para cada uno de los POPs seleccionando como óptima aquella que 
proporciona una abundancia relativa del ion precursor entre el 10 y el 
20%. 
  En la figura nº 12 se muestran los cromatogramas de los POP de 
β-sitosterol obtenidos por GC-MS y GC(FID). 
 A modo de ejemplo en la figura nº 13 se pueden observar los 
cromatogramas de GC-MS y GC(FID) de la banda nº 3 de la TLC de los 
patrones temo-oxidados de β-sitosterol y el espectro de masas del 7-
cetositosterol, lo que ha servido para confirmar su identificación por 
GC(FID). 
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Fig. nº 12: Cromatogramas de POPs de β-sitosterol en GC-MS (a) y GC(FID) (b). 1: 
19-hidroxicolesterol (PI); 2: 7α-hidroxicampesterol; 3: 7α-hidroxiestigmasterol; 4: 7α-
hidroxisitosterol; 5: β-sitosterol; 6: 7β-hidroxicampesterol; 7:β-epoxicampesterol; 8: α-
epoxicampesterol; 9:7β-hidroxisitosterol; 10: β-epoxisitosterol; 11: α-epoxisitosterol; 
12: 7-cetocampesterol; 13: sitostenatriol; 14: 7-cetositosterol.  
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 Los tiempos de retención relativos, en GC(FID) y GC-MS de los 
POPs termo-oxidados, iones de fragmentación característicos (en negrita 
se presenta el más abundante), ion precursor, energía de colisión y sus 
iones producto se presentan en el  cuadro nº 13. 
Cuadro nº 13: Identificación de POPs termo-oxidados.  
POPs TRR 
(FID) 
TRR 
(MS) 
Iones  (TIC) 
característicos  
IP CE Iones producto 
POPs de β-Sitosterol 
7α-hidroxi 1,12 1,12 379, 394, 484, 485, 486 484 2,9 470, 469, 379, 233 
7β-hidroxi 1,38 1,31 379, 394, 484, 485, 486 484 2,9 470, 469, 379, 233 
α-epoxi 1,45 1,42 
396 , 397, 412, 473, 472, 
487, 502 
396 2 381, 367, 255, 213 
β-epoxi 1,42 1,39 
396, 397,  412, 473, 472, 
487, 502 
396 2 381, 367, 255, 213 
triol 1,64 1,57 341, 469, 484, 559 431 2,3 343, 341, 301 
7-ceto 1,77 1,70 395, 410, 483, 500 500 3,2 483, 410, 395 
POPs de Campesterol 
7α-hidroxi 1,00 1,01 
470, 471,  472,  455, 365, 
233 
470 2,9 456, 455, 442 
7β-hidroxi 1,23 1,19 365, 455, 470, 471, 472 470 2,9 456, 455, 442 
α-epoxi 1,30 1,20 380, 398, 470, 488    
β-epoxi 1,31 1,19 380, 398, 470, 488    
7-ceto 1,57 1,52 381, 396, 469, 486 486 3,3 
485, 471, 470, 469, 
381 
POPs de Estigmasterol 
7α-hidroxi 1,07 1,07 482, 483, 484, 557, 572 482 2,9 468, 467, 439, 327 
7β-hidroxi 1,30 1,26  482, 483, 484, 557, 572 482 2,9 468, 467, 439, 327 
α-epoxi 1,37 1.31 392, 410, 484, 485, 500 500 2,9 468, 467, 439, 327 
β-epoxi 1.42 1.36 394, 442, 484, 485, 500 500 2,5 
382, 486, 485, 482, 
456, 410 
7-ceto 1.62 1.56 359, 386, 408, 499 498 3 
485, 471, 457, 443, 
410, 395, 410 
TRR: tiempo de retención relativo con respecto al patrón interno (26.5 min en GC(FID) 
y 23 min en GC-MS); POPs: óxidos de esteroles vegetales; FID: detector de ionización 
de llama; MS: detector de masas; TIC: “total ion current” en negrita se señala el ion 
característico; IP: ion precursor; CE: energía de colisión.  
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2. Determinación de esteroles vegetales y sus óxidos en ingredientes 
fuente de esteroles vegetales 
 
A. Determinación de esteroles vegetales 
 
• Saponificación en caliente (adaptación de Piironen et al., 2000b). 
 Proceso de hidrólisis alcalina en caliente. A un peso de muestra 
conteniendo 30 mg de EV se le adicionan 2 mg de epicoprostanol como 
PI, se lleva a sequedad bajo corriente de N2, posteriormente, se adicionan 
3 mL de KOH en metanol 1N y se dispersa la fracción grasa mediante 
agitación con ultrasonidos, tras purgar 30 segundos con N2, se mantiene 
en baño de agua a 65 ºC durante 1 hora. 
• Extracción de la fracción insaponificable  
 Se transfiere la muestra, ya saponificada, a un embudo de 
decantación de 125 mL y se adicionan 5 mL de agua milliQ y 10 mL de 
éter etílico (EE). Se agita durante 30 segundos, mezclando bien las fases. 
La fase acuosa se lava otras dos veces con EE. Se reúnen las fases etéreas 
y se lavan dos veces con 2 mL de disolución acuosa de KOH 0,5N y, 
finalmente, 2-3 veces con 5 mL de NaCl al 20% hasta conseguir un pH 
neutro. Se transfiere el extracto etéreo a un frasco de 100 mL 
conteniendo Na2SO4 anhidro y se mantiene en refrigeración durante 2 h.  
 Posteriormente, se filtra recogiéndose el filtrado en un matraz 
redondo de 250 mL. Se evapora el disolvente con flujo de N2 y se 
redisuelve el residuo con Hx:Ip (4:1) pasándolo a un tubo de 10 mL que 
se mantiene en congelación (-20 ºC) hasta su derivatización. 
• Derivatización en trimetilsililéteres (Se ha descrito la metodología 
en el apartado 1-D).  
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• Identificación y cuantificación 
Fitoesteroles 
 La identificación de los fitoesteroles se realiza mediante 
comparación de sus tiempos de retención relativos (TRR) en GC(FID) 
con los correspondientes a los distintos patrones de fitoesteroles, 
confirmando su identidad con los espectros obtenidos por GC-MS. En la 
figura nº 14  se muestra, a modo de ejemplo,  el cromatograma de los 
EV correspondientes al ingrediente nº 5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura nº 14: Cromatograma de EV correspondiente al ingrediente nº 5. 1: 
epicoprostanol (PI); 2: brassicasterol; 3: campesterol; 4: campestanol; 5: 
estigmasterol; 6: β-sitosterol; 7: sitostanol. 
 
 La cuantificación de los fitoesteroles se realiza mediante curvas de 
calibrado, con 200 µg de PI (epicoprostanol). En el cuadro nº 14 se 
muestran los intervalos y las ecuaciones de regresión obtenidas.  
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Cuadro nº 14: Curvas de calibrado e intervalos de linealidad de 
brassicasterol, campesterol, estigmasterol y β-sitosterol. 
Disoluciones 
patrón 
Intervalo cantidades 
(µg) 
Ecuacióna 
Brassicasterol 9,86 - 59,16 y = 1,283x + 0,0027 
r = 0,9980 
Campesterol 98 – 553 y = 1,3134x + 0,0016 
r = 0,9996 
Estigmasterol 9,5 - 99,75 y = 0,9985x + 0,0067 
r =  0,9989 
β-Sitosterol 703 – 2394 y = 0,937x – 0,4784 
r = 0,9924 
ay = área analito/ área PI; x = cantidad analito (µg); r = coeficiente de correlación. 
Fitoestanoles 
 Dado que sólo existe un patrón comercializado de fitoestanoles 
(estigmastanol), la identificación de los mismos se realiza por GC-MS. 
 A partir de los espectros obtenidos, se identifican los fitoestanoles 
por comparación con el respectivo fitoesterol, teniendo en cuenta que 
determinados fragmentos de iones obtenidos tienen, en este caso, 2 
unidades de m/z más que el fitoesterol y que los fitoestanoles eluyen 
después de su correspondiente fitoesterol. 
 La cuantificación de los fitoestanoles se realiza por el método del 
FR obtenido con la misma cantidad de PI (epicoprostanol) (200 µg) que 
de estigmastanol. Se asume para todos los fitoestanoles el FR 
correspondiente al estigmastanol que se obtiene aplicando la siguiente 
expresión: 
  El FR obtenido es de 1,119. 
 El cálculo de la cantidad de los fitoestanoles en las muestras, se 
realiza mediante la siguiente expresión:  
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B. Determinación de óxidos de esteroles vegetales 
 El procedimiento es similar al descrito anteriormente para EV salvo 
la hidrólisis alcalina (que se realiza a temperatura ambiente) y la 
introducción de una etapa de purificación de la fracción insaponificable 
mediante SPE. 
• Saponificación en frío  
 Se pesa la cantidad de muestra necesaria para tener alrededor de 30 
mg de EV. Se añaden 10 µg de 19-hidroxicolesterol (PI), se evapora el 
disolvente con corriente de N2 y se adicionan 10 mL de una disolución de 
KOH 1N en metanol. Se dispersa la fracción grasa utilizando agitación 
ultrasónica y, posteriormente, se mantienen en agitación orbital continua 
durante 18-20 h, en oscuridad. 
 
• Extracción de la fracción insaponificable 
 La fracción insaponificable se transfiere a un embudo de 
decantación de 250 mL y se sigue el procedimiento descrito para los EV 
(apartado 2-A) con 10 mL de agua y 20 mL de EE, se repite la extracción 
de la fase acuosa dos veces más con 10 mL de EE. Las fases etéreas 
recogidas se lavan dos veces con 5 mL KOH 0,5N (acuosa) y dos veces 
con 8 mL de NaCl 20% hasta conseguir un pH neutro. La fase etérea así 
obtenida se transfiere a un frasco de 100 mL al que se le añaden dos 
espátulas de Na2SO4 anhidro y se mantiene 2 h en refrigeración. El 
insaponificable obtenido se filtra con papel Whatman nº 1, y el filtrado se 
recoge en un matraz redondo de 250 mL. Se evapora el disolvente en 
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corriente de N2 y el residuo se disuelve con 10 mL de Hx:Ip (4:1, v/v). 
Tras dividir la muestra en dos alícuotas, se almacenan a -20 ºC hasta su 
purificación y derivatización. 
 
• Purificación  
 Una de las alícuotas del insaponificable obtenido se somete a 
purificación mediante SPE. Se ha descrito la metodología en el 
apartado 1-C.  
 
• Derivatización en trimetilsililéteres (adaptación de Sweeley et al., 
1963, Menéndez-Carreño et al., 2008a). 
 Para la derivatización se sigue el procedimiento descrito en el 
apartado 1-D. El exceso de reactivo se evapora con N2 y los derivados 
TMSE se disuelven en 40 μL de hexano. Las muestras se inyectan en 
GC(FID) para su cuantificación y en GC-MS para su identificación 
utilizando las condiciones descritas en el cuadro nº 12. 
 La cuantificación de los POPs se realiza aplicando los FR 
obtenidos para los correspondientes COPs. La misma cantidad de 
patrones de COPs (7β-hidroxicolesterol, α-epoxicolesterol, colestanetriol, 
7-cetocolesterol) que del PI, 19-hidroxicolesterol (10 μg), se derivatizan 
y se inyectan en el GC(FID) y el GC-MS usando las condiciones 
cromatográficas descritas en el cuadro nº 12. Los FR se calculan como 
se ha explicado en el apartado 2-A para los fitoestanoles. En el cuadro nº 
15 se indican los FR obtenidos. 
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Cuadro nº 15: Factores respuesta calculados para los patrones de COPs 
Patrón FRa 
7β-hidroxicolesterol 1,143 ± 0,095 
α-epoxicolesterol 0,727 ± 0,021 
colestanetriol 2,583 ± 0,180 
7-cetocolesterol 1,157 ± 0,049 
7-cetoestigmasterol 1,120 ± 0,210 
FR= factor respuesta. aexpresado como 
media ± desviación estándar de tres 
repeticiones. 
 
 El FR obtenido del 7β-hidroxicolesterol se emplea para el cálculo 
del contenido de los 7-hidroxiderivados de EV, del mismo modo el FR 
del α-epoxicolesterol para los expoxiderivados, el FR del colestanetriol 
para los derivados trioles y el FR del 7-cetocolesterol para los 7-
cetoderivados. 
 
3. Determinación de esteroles vegetales y sus óxidos en bebidas a 
base de zumo de frutas y/o leche enriquecidas en esteroles 
vegetales 
 El procedimiento es similar al descrito anteriormente para 
ingredientes salvo que requiere de una etapa previa de extracción de la 
fracción grasa. 
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• Extracción de la fracción lipídica: (Método descrito por Folch et al. 
(1957) modificado por Boselli et al. (2001)) 
 A un peso de muestra, conteniendo 120 mg de EV, se le añaden 80 
mL de una disolución cloroformo:metanol (1:1, v/v) (conteniendo 0,05% 
de BHT), se homogeniza con Polytron® durante 3 minutos a 250 W y se 
mantiene en estufa (± 0,1 ºC) a 60 ºC, durante 20 min, abriendo el tapón 
a los 10 min para la eliminación de sobrepresión. Después de atemperar 
la muestra, se añaden 40 mL de cloroformo y, tras homogenizar de 
nuevo con Polytron®, se filtra con embudo Büchner sobre papel de filtro 
Whatman nº 1, lavando el recipiente dos veces con 10 mL de 
cloroformo. Se trasvasa la muestra a una botella Pyrex®, se añaden 40 
mL de KCl 1M y se agita vigorosamente durante 1 min La muestra se 
mantiene toda la noche en refrigeración (4 ºC). Posteriormente, se 
transfiere la muestra a un embudo de decantación y, tras la separación de 
las fases (10 min), se recoge la fase orgánica. Se le añade cantidad 
suficiente de Na2SO4 anhidro para eliminar el agua y se mantiene en 
refrigeración durante 2 h (agitando cada 30 min). La muestra se filtra 
(Whatman nº 2) sobre un matraz de fondo redondo y se seca, 
inicialmente con evaporador rotatorio a vacío y, finalmente, bajo 
corriente de N2 hasta peso constante. Se mantiene 1 h en el desecador 
(en la oscuridad) y, por último, se pesa en balanza analítica (± 0,0001 g) 
la cantidad de grasa extraída. 
 El extracto se disuelve con 20 mL de Hx:Ip (4:1, v/v), se divide en 
4 alícuotas y se guarda en congelación (-20 ºC). Dos de las alícuotas se 
utilizarán para determinación de EV y las otras dos para determinación 
de POPs. El proceso, en ambos casos, es el descrito en el apartado 2 para 
ingredientes fuente de EV. En el caso de la determinación de EV se 
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utiliza 1/10 de la alícuota extraída, mientras que en el caso de 
determinación de POPs, se trabaja con la alícuota entera. 
• Cuantificación 
 La cuantificación de los fitoesteroles se realiza por curva de 
calibrado externa, con 200 µg de PI (epicoprostanol). La cuantificación 
de los fitoestanoles se realiza por el método del FR, asumiendo para 
todos ellos el correspondiente al estigmastanol, todo ello como se 
describe en el apartado 2 para ingredientes fuente de EV.  
 La cuantificación de los POPs en las bebidas objeto de estudio, se 
realiza mediante el FR o curvas de calibrado externas, con 5 µg de PI 
(19-hidroxicolesterol) a partir de patrones de COPs conjuntos.   
 El perfil cromatográfico de los patrones de COPs en GC(FID) se 
muestra en la figura nº 15. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura nº15: Cromatograma de patrones de COPs obtenido en GC(FID). 
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 En el cuadro nº 16 se muestran los intervalos y las ecuaciones de 
regresión obtenidas para los COPs. 
Cuadro nº 16. Curvas de calibrado e intervalos de linealidad de los 
patrones de COPs. 
Patrón Intervalo cantidades (µg) Ecuacióna 
7α-hidroxicolesterol 0,1006 – 0,7040 y = 1,2688x – 0,0005 
r = 0,9956 
7β-hidroxicolesterol 0,2014 – 1,4098 y = 1,1773x – 0,0007 
r = 0,9958 
α-epoxicolesterol 0,0992 - 0,6944 y = 0,9219x – 0,0027 
r = 0,9972 
β- epoxicolesterol 0,1020 - 0,7134 y = 0,7082x + 0,0016 
r = 0,9990 
colestanetriol 0,0999 – 0,6997 y = 1,9882x – 0,0073  
r = 0,9895 
7-cetocolestrol 0,1008 – 0,7056 y = 1,048x – 0,0037 
r = 0,9968 
ay = área COP/área PI; x = cantidad COP (µg), r = coeficiente de correlación. 
 
 En la figura nº 16 se presenta un esquema general de la 
determinación de EV y sus óxidos en las muestras objeto de estudio, en 
el caso de los ingredientes se omite la etapa de extracción grasa.  
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